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DIE ENTWICKLUNG MÄNNLICHER UND WEIBLICHER 
INFLORESCENZEN BEI XANTHIUM UNTER DEM EINFLUSS 
VON TAGESLÄNGE UND GIBBERELLIN 


Von 
H. von Wrrscx 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 13. Juli 1961) 


An Kulturen einer weitgehend tagneutralen Rasse von Xanthium! 
wurde im Laufe von anderen Untersuchungen immer wieder beobach- 
tet, daß Blütenbildung zwar sowohl im Kurztag wie im Langtag ein- 
tritt, die Ausbildung männlicher und weiblicher Blüten bzw. Blüten- 
stände durch die Tageslänge jedoch recht erheblich beeinflußt wird. 
Mitteilungen über ähnliche Beobachtungen liegen nur sehr wenige vor. 
Es schien daher von Interesse, diesen Effekt näher zu untersuchen und 
mit dem Einfluß von Gibberellinzusätzen zu kombinieren, da sich in 
vereinzelten, weiter unten zitierten Fällen ein Einfluß dieses Wirkstoffes 
auch auf die Geschlechtsausprägung gezeigt hatte. 

Eine differenzierte Wirkung photoperiodischer Reize auf die Aus- 
bildung männlicher und weiblicher Blüten bzw. Blütenteile beobachteten 
BORTHWICK u. SCULLY (1954) beim Hanf. Sie fanden, daß durch Kultur 
bei einer Tageslänge wesentlich unter der kritischen, ebenso wie durch 
relativ niedrige Temperatur und hohe Lichtintensität, das Auftreten 
männlicher Blüten an genetisch weiblichen Pflanzen gefördert wird. 
Über eine starke Verschiebung der Geschlechtsverteilung im Sinne einer 
Betonung des männlichen Geschlechtes unter Kurztagsbedingungen, 
ebenfalls beim Hanf, berichtete auch Laczynska-HuLEwiczowa (1957). 
Weiterhin fanden HesLor-HArRIsoNn und HEsLoP-HARRISON (1958) bei 
Silene pendula, einer Langtagspflanze, bei Kultur im Dauerlangtag von 
21—22 Std täglicher Beleuchtung eine Unterdrückung von Androeceum 
und Corolle und eine Förderung des Gynoeceums. 

Die Bedeutung der Gibberellinsäure für die Blütenbildung als solche 
geht aus zahlreichen Arbeiten der letzten Jahre hervor. Übersichten 
hierüber finden sich z. B. bei HARDER u. Bünsow (1958) und PENNER 


1 Das Saatgut wurde mir seinerzeit unter der Bezeichnung Xanthium X 7 ent- 
gegenkommender Weise von Herrn Prof. Dr. G. MELCHERS zur Verfügung gestellt. 
Hierfür sei auch an dieser Stelle herzlich gedankt. Die Sorte ist S. 358 näher 
charakterisiert. 
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(1960). Mitteilungen über eine Beeinflussung des Geschlechtes durch 
Gibberellin sind nur vereinzelt gemacht worden. GALUN (1959) beobach- 
tete eine Verzögerung des Auftretens der ersten weiblichen Blüte und 
eine Verstärkung der männlichen Tendenz nach Gibberellinbehandlung 
an Gurken. Über Hemmung der Bildung weiblicher und Förderung der 
Bildung männlicher Blüten unter Gibberellineinfluß beim selben Objekt 
berichteten unlängst auch WITTWER u. Bukovac (1961). Hingegen 
beobachteten RESENDE u. VIANA (1959) eine Reduktion des Androe- 
ceums nach Gibberellininjektion bei Hyposcyamus niger. 


Material und Methodik 

Die Pflanzen wurden im Gewächshaus in Töpfen angezogen und wenige Tage 
nach der Keimung beginnend, im natürlichen, mindestens l5stündigen Langtag 
bzw. 9stündigen Kurztag gehalten. Bei den Kurztagsserien wurde durch Über- 
stülpen lichtdichter Kästen von 18 Uhr abends bis 9 Uhr morgens die Tageslänge 
auf 9 Std reduziert. Sobald das erste Laubblattpaar eben entfaltet war und eine 
Länge von 15—20 mm erreicht hatte, wurde je einem Teil der Pflanzen alle 2 Tage, 
stets abends 18 Uhr, ein Tropfen Gibberellinlösung auf den Vegetationspunkt 
getropft. Die Lösung enthielt auf 100 ml dest. Wassers 5mg Gibrel! und 
Netzmittel BASF. Waren die Pflanzen größer geworden, wurde die Gibberellin- 
menge auf drei Tropfen (je einen auf den Vegetationspunkt und die beiden jüngsten 
eben entfalteten Blätter) erhöht. Die Kontrollpflanzen erhielten nur Wasser + 
Netzmittel in gleicher Menge. Die statistische Sicherung der Ergebnisse wurde 
nach Pärau (1943) durchgeführt. 


Ergebnisse 

Am 22.5. ausgesäte Pflanzen von Xanthium X 7 wurden am 4.6. 
in vier Gruppen von je 10—12 Pflanzen geteilt. Je zwei Gruppen kamen 
in den 9stündigen Kurztag, zwei verblieben im natürlichen Langtag. Die 
Hälfte jeder Gruppe wurde in der geschilderten Weise bis zum vollen 
Erblühen alle 2 Tage mit Gibberellin behandelt, die restlichen Pflanzen 
dienten als Kurztags- bzw. Langtagskontrollen. 

Xanthium X 7 gehört zum Formenkreis Xanthium strumarium. Die 
vielblütigen männlichen Inflorescenzen bilden sich am Ende des Haupt- 
triebes und auch als Achselsprosse, die zweiblütigen weiblichen Inflo- 
rescenzen stehen geknäuelt zu zweien oder dreien in den Achseln der 
oberen Blätter. 

Sechs Tage nach Versuchsbeginn war die Gibberellinwirkung bereits 
deutlich zu sehen. Die Kurztags- und Langtagskontrollen waren etwa 
5 cm hoch, die Gibberellinpflanzen beider Serien etwa 10 cm. Die Kurz- 
tagskontrollen zeigten je einen jungen männlichen Endblütenstand von 
3—4 mm Durchmesser. Bei den Kurztags-Gibberellinpflanzen war die 

1 Gibrel, das Kaliumsalz der Gibberellinsäure, wurde mir entgegenkommender 


Weise von der Firma Merck, Sharp & Dohme, Haarlem, zur Verfügung gestellt, 
wofür auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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Blütenstandsanlage ebenfalls sichtbar, aber noch kleiner und weniger 
weit entwickelt. Bei den Langtagskontrollen war nur die erste Anlage 
eines Endblütenstandes zu sehen, bei den Langtags-Gibberellinpflanzen 
auch dies nur in einigen Fällen. Das erste Auftreten von Blütenständen 
wurde also durch den Kurztag leicht gefördert, durch das Gibberellin etwas 
verzögert. 

15 Tage später hatten bereits alle Pflanzen reichlich Blüten angesetzt, 
sowohl männliche wie auch weibliche. Wiederum waren die im Kurztag 
gehaltenen Pflanzen in der Entwicklung der Blütenstände etwas voraus, 
doch zeigten die im Langtag gezogenen Pflanzen eine deutliche Förderung 
der Zahl männlicher Blütenstände. Der männliche Endblütenstand 
besaß bei ihnen 2—3 seitliche Verzweigungen und in den Achseln der 
obersten Blätter traten neben weiblichen regelmäßig auch männliche 
Blütenstände auf, was bei den im Kurztag erwachsenen Pflanzen nur 
ganz vereinzelt beobachtet wurde, und zwar nur bei den Kontrollen. 

Die eingehende Protokollierung der Pflanzen erfolgte am 27. 6., die 
Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. In der Kurztags- und in der 
Langtags-Kontrollserie waren Pflanzenhöhe und Blattzahl praktisch 
gleich, die Gibberellinpflanzen erwartungsgemäß wesentlich höher, be- 
sonders die im Langtag gehaltene Serie, deren Pflanzen auch durch- 
schnittlich zwei Blätter mehr gebildet hatten. 

In der Blütenbildung kommt vor allem der Einfluß der T'ageslänge 
zum Ausdruck. Es zeigt sich eine klare Förderung der Anzahl männlicher 
Inflorescenzen im Langtag bei gleichzeitiger Verzögerung der Entwicklung 
weiblicher Blütenstände. Daß es sich bei den männlichen Inflorescenzen 
um eine absolute Vermehrung der Anzahl, bei den weiblichen hingegen 
nur um eine Entwicklungsverzögerung handelt, geht aus der weiteren 
Entwicklung der Pflanzen hervor (Tabelle 2). 

Wesentlich geringer und auch schwerer zu beurteilen ist die Wirkung 
des Gibberellins auf die Blütenbildung. Die Blütenstandszahlen können 
aus den eben genannten Gründen erst im Zusammenhang mit den 
Werten von Tabelle 2 besprochen werden. Doch ergaben sich jetzt schon 
Unterschiede in der Größe und im Blühzustand der Inflorescenzen bei 
den verschiedenen Serien, die in der letzten Spalte von Tabelle 1 skizziert 
und durch die Abb. 1 und 2 belegt sind. Alle Abbildungen sind im 
gleichen Maßstabe aufgenommen und wiedergegeben, sie wurden am 
28. 6. gemacht. Die hier interessierenden Punkte sind in den Abbildungs- 
texten erläutert. Ohne auf Einzelheiten hier schon einzugehen, läßt sich 
allgemein eine leichte Hemmung bzw. Verzögerung in der Ausbildung 
der Blütenstände in den beiden Gibberellinserien erkennen. 

Die Entwicklung der Pflanzen wurde weiter beobachtet und am 18. 7. 
abschließend protokolliert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammen- 
gefaßt. Blattzählungen wurden diesmal nicht mehr vorgenommen, da 
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Abb. 1. a Xanthium X 7, 5 Wochen alt, Kurztagskontrolle. Männlicher Endblüten- 
stand blühend, unverzweigt; weibliche Blütenstände blühend. In den Achseln der oberen 
Blätter weibliche, teils auch männliche Fluorescenzen. b Xanthium X 7, 5 Wochen alt, 
seit 24 Tagen mit Gibberellin behandelte Pflanze aus dem Kurztag. Männlicher Endblüten- 
stand unverzweigt, kleiner und armblütiger als bei den Kontrollen. Blühend, mit ver- 
längertem Stiel. Weibliche Blütenstände blühend. In den Achseln der oberen Blätter nur 
weibliche Inflorescenzen. Im ganzen schmächtiger als die Kontrollen, auch im Inflorescenz- 
bereich gestreckt 





a 
Abb.2. a Xanthium X 7, 5 Wochen alt, Langtagskontrolle. Ein kräftiger und reich- 
blütiger männlicher Endblütenstand mit 2—3 seitlichen Inflorescenzen. Terminale In- 
florescenz eben aufblühend, seitliche Inflorescenzen mit großen Knospen. Auch in den 
Achseln der oberen Blätter kräftige männliche Inflorescenzen mit Knospen. Einige weib- 
liche Blüten in den Achseln der obersten 2—3 Blätter im Aufblühen. In den tiefer ge- 
legenen Blattachseln neben männlichen Inflorescenzen noch sehr junge Anlagen weiterer 
weiblicher Köpfchen. b Xanthium X 7, 5 Wochen alt, seit 24 Tagen mit Gibberellin be- 
handelte Pflanze aus dem Langtag. Männlicher Endblütenstand mit 2—3 seitlichen 
Inflorescenzen, kleiner und armblütiger als bei den Kontrollen, noch ziemlich junge Knospen. 
In den Achseln der oberen Blätter hier ebenfalls gestielte männliche, z. T. auch männliche 
und weibliche Inflorescenzknospen, letztere meist noch sehr jung. Im ganzen schmächtiger 
als die Kontrollen, auch die Blütenstandsregion stark gestreckt 
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bereits zahlreiche Blatter vertrocknet und abgefallen waren. Die durch- 
schnittliche Hôhe der Pflanzen wurde nur summarisch festgehalten. 
Beide Kurztagsserien waren seit der letzten Messung nur noch wenig 
in die Lange gewachsen, die Pflanzen im Langtag hatten noch einen 
beträchtlichen Zuwachs erfahren, so daB jetzt die Kurztags-Gibberellin- 
pflanzen im Durchschnitt gleich groß waren wie die Langtagskontrollen, 
die Langtags-Gibberellinpflanzen fast die vierfache Höhe der Kurztags- 
kontrollen und beinahe die doppelte Größe der Langtagskontrollen 
erreicht hatten (Tabelle 2, Spalte 1). 

Klar kommt wiederum die Wirkung der verschiedenen Photoperiode 
auf die Blütenbildung zum Ausdruck. Die Zahl der männlichen Blüten- 
stände ist seit der letzten Protokollierung in allen Serien gleich geblieben, 
doch waren die männlichen Blütenstände bei den im Kurztag gehaltenen 
Pflanzen infolge der schnelleren Entwicklung bereits vertrocknet und 
teilweise abgefallen. Im Gegensatz dazu hatte sich die durchschnittliche 
Zahl weiblicher Inflorescenzen allgemein noch erhöht, außer bei der 
Kurztags-Gibberellinserie, sogar sehr erheblich. Die Vermehrung der Zahl 
männlicher Blütenköpfchen durch Kultur im Langtag ist demnach auch 
bei den voll erwachsenen Pflanzen unverändert erhalten geblieben. Die 
anfängliche Verzögerung in der Ausbildung weiblicher Inflorescenzen im 
Langtag wurde jedoch aufgeholt und führte vor allem bei der Langtags- 
Gibberellinserie zu einer starken Vermehrung der weiblichen Inflo- 
rescenzen. Hierdurch wurde diese Gruppe mit durchschnittlich 30 Blü- 
tenständen je Pflanze zur reichblütigsten Serie des ganzen Versuches. 
Hierauf muß im nächsten Abschnitt noch näher eingegangen werden. 

Vielfältiger und nicht so einheitlich war die Wirkung der Gibberellin- 
behandlung auf die Blütenbildung allgemein und auf das Verhältnis der 
männlichen zu den weiblichen Inflorescenzen bzw. Blüten. Die Gib- 
berellinpflanzen besaßen im Kurztag signifikant weniger männliche und 
auch weniger weibliche Inflorescenzen als die Kontrollen!. Da die männ- 
lichen Inflorescenzen außerdem noch erheblich kleiner und ärmer an 
Einzelblüten waren (s. a. Abb. la und b), sind die Differenzen bezogen 
auf männliche Einzelblüten noch wesentlich größer. Leider konnte die 
Zahl der Einzelblüten je Köpfchen zu diesem Zeitpunkt nicht mehr fest- 
gestellt werden. Für die stets zweiblütigen weiblichen Inflorescenzen 
geben die Zahlenwerte dementsprechend auch das wahre Verhältnis der 
Einzelblüten wieder. Ein hemmender Eimfluß des Gibberellins auf die 
Blütenbildung ist im Kurztag demnach nicht nur in zeitlicher Hinsicht, 
wie schon bei der ersten Protokollierung, sondern auch in bezug auf die end- 
gültige Zahl der gebildeten männlichen und weiblichen Blüten festzustellen. 





: Alle in der Arbeit angefiihrten Differenzen wurden nach dem t-Test (PATAU 
1943) auf ihre Signifikanz geprüft und sind statistisch sehr gut gesichert (P = 0,0004 
und besser). 
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Anders wirkte sich die Gibberellinbehandlung bei Kultur im Langtag 
aus. Die durchschnittliche Zahl männlicher Inflorescenzen ist bei Kon- 
trollen und Versuchspflanzen praktisch gleich, da aber wiederum die 
Blütenstände der Kontrollen größer und blütenreicher waren als die der 
mit Gibberellin behandelten Versuchspflanzen, ist die Zahl der je Pflanze 
gebildeten männlichen Einzelblüten auch hier in der Gibberellinserie 
niedriger als bei den Kontrollen. Sicher und eindeutig erhöht ist im Lang- 
tag jedoch der Wert für die weiblichen Inflorescenzen bzw. Blüten. 

Die Blütenbildung insgesamt erscheint dadurch unter Gibberellineinfluß 
im Kurztag gehemmt, im Langtag gefördert (Tabelle 2, vorletzte Spalte). 
Für die Beurteilung dieser gegensinnigen Reaktion der Gibberellin- 
Pflanzen im Kurztag und im Langtag ist wichtig, daß die Langtags- 
Gibberellinpflanzen im Durchschnitt zwei Blätter mehr entwickelten als 
die Pflanzen aller anderen Serien. Sie besaßen damit aber auch zwei 
junge, Inflorescenzen tragende Blattachseln mehr. Rechnet man hierfür 
etwa 1—2 männliche und 4—6 weibliche Blütenstände, so läßt sich die 
abweichende Reaktion der im Langtag gehaltenen und mit Gibberellin 
behandelten Serie mindestens zum Teil mit großer Wahrscheinlichkeit 
auf diese allgemeine Wachstumsförderung zurückführen. 

Da sich die Erhöhung der Blattzahl offensichtlich auf die Blüten- 
stände beider Geschlechter auswirkte, ist das Verhältnis der männlichen 
zu den weiblichen Inflorescenzen auch im Langtag bei den Gibberellin- 
pflanzen im selben Sinne gegenüber den Kontrollwerten verschoben wie 
im Kurztag. 

Vergleicht man das Verhältnis der männlichen zu den weiblichen 
Inflorescenzen (Tabelle 2, letzte Spalte), so läßt sich zweierlei erkennen: 
einmal die schon besprochene Erhöhung der Zahl männlicher Inflo- 
rescenzen durch die Kultur im Langtag, zum anderen, daß sowohl im 
Langtag wie auch im Kurztag bei den Gibberellinserien jeweils mehr weib- 
liche Inflorescenzen auf eine männliche treffen als bei den entsprechenden 
Kontrollen. Erreicht wird dieser Effekt im Kurztag durch die relativ 
stärkere Verringerung der Zahl männlicher Inflorescenzen, im Langtag 
durch die vergleichsweise stärkere Erhöhung der Zahl weiblicher Blüten- 
stände bei den Gibberellinpflanzen. 

Anhangsweise sei noch auf einen weiteren, morphologischen Effekt 
der Gibberellinbehandlung hingewiesen. Neben der allgemeinen Strek- 
kung der Internodien wurde auch die Blattform stark beeinflußt, wie 
dies auch bei anderen Objekten, z.B. Tomaten (KIERMAYER 1960) 
beobachtet wurde. Während alle Kontrollpflanzen von Xanthium große 
und kräftige Blätter mit herzförmig ausgeschnittenem Blattgrund zeigten 
(Abb. la und 2a) waren die Blätter der mit Gibberellin behandelten 
Pflanzen etwas kleiner, zarter und gingen am Blattgrund allmählich 
verschmälert in den Blattstiel über (Abb. 1b und 2b). 
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Besprechung der Ergebnisse 


Aus den spärlichen bisher veröffentlichten Beobachtungen läßt sich, 
wie in der Einleitung erwähnt, ersehen, daß bei mehreren Objekten 
durch Kurztagsbehandlung und durch Gibberellinwirkung die Bildung 
männlicher Blüten bzw. Blütenteile gefördert und das Auftreten weib- 
licher Blüten verzögert wird. Durch Langtagskultur hingegen wird die 
Entwicklung weiblicher Blüten und Blütenteile begünstigt. RESENDE 
u. Viana (1959) erhielten dagegen bei Hyoscyamus nach Gibberellin- 
injektion Blüten mit reduziertem Androeceum, bei Byrophyllum be- 
obachteten sie nach anfänglicher Förderung der männlichen Blüten einer 
subgynözischen Rasse im weiteren Verlauf gleichfalls eine Verweib- 
lichung ihrer Versuchspflanzen und deuteten dies im Sinne ihrer Wuchs- 
stofftheorie der Blütenbildung. 


Xanthium X 7 ist, wie aus den hier mitgeteilten Versuchen hervor- 
geht, annähernd tagneutral. Es blüht sowohl im Kurztag wie im Lang- 
tag. Genau genommen ist die Form jedoch als ganz schwache Kurz- 
tagspflanze anzusehen, sie blüht im Kurztag etwas früher. Während 
Langtags- und Lang-Kurztags-Pflanzen im Kurztag durch Gibberellin 
zum Blühen gebracht werden können (Bünsow u. HARDER 1956, Bün- 
sow 1958, PENNER 1960, in diesen Arbeiten auch weitere Literatur), 
konnte bei Kurztagspflanzen bei Kultur im Langtag niemals Blüten- 
bildung erreicht werden. HARDER u. Bünson (1956, 1957) beobachteten 
an kurztagsinduzierter Kalanchoë Bloßfeldiana sogar eine Hemmung der 
Blütenbildung durch Gibberellin. KHupaAïrRt (1960) hingegen konnte bei 
Kurztagsrassen von Xanthium pennsylvanicum und Xanthium stru- 
marium durch Auftropfen von Gibberellinlösung auf Achselknospen die 
Blütenbildung bei Kultur im Kurztag, gemessen am Knospendurch- 
messer der terminalen männlichen Inflorescenz, fördern. Zu ähnlichen 
Ergebnissen kamen auch LincoLn u. HAMNER (1958). Es gelang ihnen 
bei Xanthium pennsylvanicum zwar nicht an intakten, wohl aber an 
teilweise entblätterten Pflanzen bei schwacher Kurztagsinduktion, die 
Blütenbildung zu verstärken. An einem weiteren Objekt, der Kurztags- 
pflanze Pharbitis Nil konnten Ocawa u. Imamura (1958) den Effekt 
einer einmaligen Kurztagsexposition durch Bepinseln der Keimblätter 
mit Gibberellinlösung wesentlich steigern und den Prozentsatz blühender 
Pflanzen erheblich vergrößern. Terminalblüten wurden hierbei überhaupt 
nur bei den mit Gibberellin behandelten Pflanzen angelegt. Im selben 
Sinne, vielleicht noch eindrucksvoller, verliefen spätere Versuche mit 
Diffusaten aus unreifen Samen von Pharbitis Nil und Phaseolus vu garis 
(OGAawA u. IMAMURA 1960). 


In den vorliegenden Versuchen wurde durch die Gibberellinbehand- 
lung die Blütenbildung in den Kurztagsserien, gemessen an der Gesamt- 
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zahl der Inflorescenzen, wie auch an den Einzelwerten für die männ- 
lichen und weiblichen Blütenstände eindeutig herabgesetzt. 

Diese Versuche sind mit denen von LincoLn u. HAMNER (1958) 
nicht direkt vergleichbar. LincoLn u. HAMNER verwendeten Versuchs- 
pflanzen, deren Meristeme (Knospen und jüngste Blätter) entfernt 
worden waren und beobachteten dann eine Förderung der Blütenbildung 
durch Gibberellin nach suboptimaler Kurztagsinduktion. Außerdem 
ist das von ihnen verwendete Xanthium pennsylvanicum eine gut aus- 
geprägte Kurztagspflanze. An intakten Pflanzen, wie sie in den vor- 
liegenden Versuchen verwendet wurden, konnten sie keinen Gibberellin- 
einfluß auf die Blütenbildung feststellen. Wenn hier, bei Xanthium X 7 
die Blütenbildung im Kurztag durch Gibberellin gehemmt ist, so läßt 
sich das im Sinne von LincoLn u. HAMNER so deuten, daß die intakten 
Versuchspflanzen unter den optimalen Bedingungen ständiger Kurztags- 
kultur in ihren Meristemen und jungen Blättern bereits so viel Wirkstoffe 
(Auxine, vielleicht auch Gibberelline) bilden konnten, daß weitere Zu- 
fuhr von Gibberellin bereits überoptimale und damit wieder hemmende 
Wirkstoffkonzentration ergab. Hierauf deutet vielleicht auch das Er- 
gebnis der noch zu besprechenden Langtagsversuche. 

Das Verhältnis männlicher zu weiblichen Inflorescenzen und, wie 
bereits erwähnt, noch mehr das Verhältnis männlicher zu weiblichen 
Einzelblüten wurde durch die Gibberellinbehandlung zugunsten der 
weiblichen Blüten verschoben. Das Ergebnis entspricht hiermit den 
Beobachtungen von RESENDE u. VIANA (1959), die bei der Langtags- 
pflanze H yoscyamus niger und im ganzen gesehen auch der Lang-Kurztags- 
Pflanze Bryophyllum daigremontianum durch Gibberellingaben eine Ver- 
weiblichung ihrer Versuchspflanzen erzielten, während GALUN (1959) 
sowie WITTWER u. Buxowac (1961) an Gurken eine Förderung der 
Ausbildung männlicher Blüten unter Gibberellineinfluß feststellten. 

An den beiden im Langtag kultivierten Serien fällt vor allem die 
schon im experimentellen Teil besprochene starke und eindeutige 
Förderung der männlichen Inflorescenzen durch den Langtag auf. In 
dieser Hinsicht reagierte Xanthium X 7 entgegengesetzt wie Hanf, bei 
welchem im Kurztag die Bildung männlicher Blüten gefördert wurde 
(BORTHWICK u. SCULLY 1954 und Laczynsxa-HuLEwiczowa 1957) und 
auch anders als Silene pendula, bei welcher HEsLoP-HARRISON u. HEs- 
LOP-HARRISON (1958) im Langtag eine Förderung der weiblichen und 
eine Unterdrückung der männlichen Blütenteile beobachteten, denselben 
'Effekt, der auch nach Wuchstoffgaben auftrat. 

Die Gibberellinwirkung bei den Langtagsserien ist deshalb etwas 
schwieriger zu beurteilen, weil die Pflanzen der Langtags-Gibberellin- 
Serie durchschnittlich zwei Blätter mehr entwickelt hatten als die 
Langtagskontrollen und die beiden Kurztagsserien. Die gleich hohe 





Die Entwicklung männlicher und weiblicher Inflorescenzen bei Xanthium 367 


Zahl männlicher und vor allem die Vermehrung weiblicher Inflorescenzen 
dürfte daher hier, wie bereits angeführt, wenigstens teilweise auf die 
vermehrte Anzahl blütenbildender Achselknospen zurückzuführen sein. 
Die Zahl männlicher Einzelblüten ist hier durch die Verkleinerung der 
männlichen Inflorescenzen bei den Gibberellinpflanzen so wie im Kurztag 
bei den Gibberellinpflanzen vermindert, für die weiblichen Inflorescenzen 
bzw. Einzelblüten ist absolut eine klare und signifikante Vermehrung 
festzustellen. Auch wenn man 4—5 weibliche Inflorescenzen für die 
beiden zusätzlich gebildeten Blätter abzieht, ergibt sich immer noch 
mindestens keine Verminderung, verglichen mit den um zwei Blätter 
ärmeren Kontrollen. Das Verhältnis männlicher zu weiblichen Inflo- 
rescenzen ist auch im Langtag bei der Gibberellinserie gegenüber den 
Kontrollen zugunsten der weiblichen Inflorescenzen verschoben. 

Die im Kurztag sehr deutliche Verminderung der durchschnittlichen 
Blütenzahl und der ganz andere Effekt im Langtag lassen sich wiederum 
im Sinne von LincoLn u. HAMNER (1958) verstehen. Im Kurztag, unter 
optimalen Blühbedingungen, wirkt zusätzliches Gibberellin bei den schon 
optimal mit Wirkstoff versehenen Pflanzen hemmend auf die Blüten- 
bildung, im Langtag, der für die Blütenbildung nicht so günstig ist, 
wirkt zusätzliches Gibberellin fördernd. Es ist hierbei unwesentlich, ob 
man das Gibberellin als nativen, in den Meristemen gebildeten und im 
Verein mit Auxin wirkenden Wuchsstoff auffaßt (LincoLn u. HAMNER), 
oder als einen Hemmstoffe neutralisierenden Faktor (Brian 1958). 
RESENDE u. VIANA (1959) deuten ihre Ergebnisse an Hyoscyamus und 
Bryophyllum überhaupt in der Weise, daß sie einen Gibberellinzusatz 
als eine Erhöhung des Wuchsstoffspiegels ihrer Versuchspflanzen an- 
sehen. Ihrer Ansicht nach sind für den Übergang vom vegetativen zum 
generativen Stadium quantitative Unterschiede im Auxingehalt, nicht 
besondere Blühhormone verantwortlich zu machen. Blühende Pflanzen 
sollen weniger Wuchsstoff enthalten als nichtblühende, das Androeceum 
bzw. männliche Blüten ‚generativer‘‘ sein als das Gynoeceum bzw. 
weibliche Blüten, und daher bei Erhöhung des Wuchsstoffspiegels im 
kritischen Bereich zuerst unterdrückt werden. Sie vertreten hierbei eine 
Auffassung, die in ganz ähnlicher Weise LAIBACH u. KRIBBEN (1950, 
1951) und LaïBACH (1952) auf Grund ihrer Versuche vor allem an Gurken 
und Kürbis entwickelt haben. 

In den vorliegenden Versuchen wurde durch die Gibberellinbehand- 
lung sowohl im Langtag wie im Kurztag das Verhältnis der männlichen 
zu den weiblichen Blütenständen zugunsten der weiblichen Inflorescenzen 
verschoben. Xanthium X 7 reagierte diesbezüglich auf eine Gibberellin- 
zufuhr im selben Sinne wie Hyoscyamus und Bryophyllum in den Ver- 
suchen von RESENDE u. VIANA. Daß allerdings ein Vergleich von Ver- 
suchen mit Gibberellin und mit Wuchsstoffen wie Indolylessigsäure bzw. 
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a-Naphthylessigsäure nur sehr bedingt môglich ist, Gibberelline und 
Wuchsstoffe im engeren Sinne (Auxine) durchaus verschiedene Wir- 
kungen und Angriffspunkte besitzen, wie dies vor kurzem auch BRIAN 
(1958) betonte, zeigen auch die vorliegenden Versuche. Während bei 
Xanthium die Gibberellinzugabe ähnlich wie ein Wuchsstoffzusatz die 
Bildung männlicher Blüten hemmte, hat die gleiche Behandlung bei 
Gurken, dem Hauptversuchsobjekt von LAIBACH u. KRIBBEN, die ent- 
gegengesetzte Wirkung und fördert bei diesem Objekt nach GALUN (1959) 
sowie WITTWER & Bukowac (1961) gerade die Bildung der männlichen 
Blüten. 

Es wäre naheliegend, zu versuchen, diese verschiedenen Reaktions- 
weisen mit einem unterschiedlichen photoperiodischen Charakter der 
Versuchspflanzen in Zusammenhang zu bringen. Die bisherigen Ergeb- 
nisse bieten hierzu aber keine Handhabe und sprechen eher dagegen. 
Ob eine umfassende Deutung im Sinne einer Wuchsstofftheorie der 
Blütenbildung möglich ist, könnten erst weitere und speziell hierauf 
ausgerichtete Versuche entscheiden. 


Zusammenfassung 


Xanthium X 7, eine fast tagneutrale Form von Xanthium strumarium 
mit leichtem Kurztagspflanzen-Charakter wurde im Kurztag und im 
Langtag kultiviert und gleichzeitig mit Gibberellin behandelt. Die 
Bildung männlicher und weiblicher Inflorescenzen und das gegenseitige 
Verhältnis beider Blütenstandstypen zueinander wurden beobachtet. Die 
wesentlichsten Ergebnisse waren: 

Kultur im Langtag brachte absolut und relativ eine starke Erhöhung 
der Anzahl männlicher Inflorescenzen je Pflanze und verzögerte das Auf- 
treten und die Entwicklung weiblicher Blütenstände. 

Gibberellinzusatz ergab in beiden Photoperioden eine leichte Ver- 
zögerung der Blütenbildung, im Kurztag außerdem eine Verminderung 
der Zahl der je Pflanze gebildeten männlichen und weiblichen Blüten- 
stände. 

Das gegenseitige Verhältnis der männlichen zu den weiblichen Blüten- 
ständen wurde durch Gibberellinzusatz in beiden Photoperioden gleich- 
sinnig zugunsten der weiblichen Inflorescenzen verschoben. 

Die Ergebnisse werden diskutiert, vor allem im Zusammenhang mit 
Hypothesen über die Rolle der Wuchsstoffe bei der Blütenbildung. 
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Aus dem Institut für Landwirtschaftliche Botanik der Universität Bonn 


URSACHEN DER FROSTRESISTENZ BEI WINTERWEIZEN 


IV. Mitteilung 
DAS VERHALTEN VON FERMENTEN UND FERMENTSYSTEMEN 
GEGENÜBER TIEFEN TEMPERATUREN* 
Von 


H. ULLricH und U. HEBER 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 13. Juli 1961) 


Frühere Untersuchungen zur Frage der Frostresistenz hatten er- 
geben, daß Atmung und Assimilation von Blättern in verschiedenem Grade 
frostempfindlich sind. Das weist auf eine Schädigung von Enzym- 
proteinen als Trägern der betrachteten Stoffwechselvorgänge hin. Weiter 
zeigte es sich bei der Untersuchung von Zellfraktionen, daß ein be- 
stimmter Teil der Plasmaeiweiße von Weizenblättern beim Einfrieren 
auf tiefe Temperaturen irreversibel koaguliert (ULLRICH und HEBER 
1958, Heser 1958, 1959a). Zucker waren in der Lage, diese Frost- 
fällungen zu verhindern. Diese in vitro erhaltenen Befunde weisen auf- 
fallende Parallelen auf zu alten und im großen und ganzen immer wieder 
bestätigten Befunden, nach denen frostresistente Pflanzen besonders 
hohe Zuckergehalte besitzen, während der Zuckergehalt dieser Pflanzen 
im frostempfindlichen Zustand im allgemeinen niedriger ist. Die be- 
kannten Ausnahmen von dieser Regel lassen sich möglicherweise mittels 
unterschiedlicher Zuckerverteilung innerhalb der Zelle, nämlich in ge- 
wissen plasmatischen Komponenten und in der Vacuole, erklären: Die 
Resistenz kann nach unseren in vitro erhaltenen Befunden nur von dem 
Anteil der Zucker beeinflußt werden, der sich im Plasma befindet 
(HeBer 1957, 1959). Zucker scheinen im übrigen nicht die einzigen 
Schutzstoffe zu sein. 

Die Koagulation einer bestimmten Proteinfraktion durch Frost zeigt 
nun zwar eindeutig an, daß sich am Zustand der beteiligten Proteine 
etwas geändert hat, jedoch besagt das Ausfallen aus einer Lösung an 
sich nichts darüber, welcher Art die Änderung ist. Insbesondere besteht 
die Frage, ob das Ausfallen der von uns als ‚„frostempfindlich‘ bezeich- 
neten Proteinfraktion auf eine lediglich physikalisch bedingte Aggrega- 
tion von Proteinteilchen als Gefrierfolge zurückzuführen ist oder ob 
eine chemisch bedingte Vernetzungsreaktion zu einem unlöslichen Kör- 
per führt, wie das ursprünglich von uns angenommen wurde. Letzteres 


* Herrn Prof. Dr. W. SCHUMACHER zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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müßte zu einem Aktivitätsverlust von an der Koagulation beteiligten 
Fermentproteinen führen, ersteres nicht, zumindest nicht unmittelbar. 
Auch steht eine endgültige Klärung der Frage noch aus, welche Bedeu- 
tung eine Koagulation von Proteinen durch Frost, die in vitro bei 
Extrakten beobachtet wird, für die einer Frostwirkung ausgesetzte 
intakte Pflanze hat. 

Welche Vorgänge der beobachteten Proteinkoagulation beim Ge- 
frieren zugrunde liegen, läßt sich am besten über Aktivitätsmessungen 
an Fermenten prüfen, die auch in gewissem Ausmaße einen Rückschluß 
von den im in vitro-Experiment erarbeiteten Kenntnissen über die 
Frostwirkung auf die Pflanze selbst erlauben. Über diesbezügliche 
Untersuchungen soll im folgenden berichtet werden. 


Methodik 


1. Material. Als Pflanzenmaterial wurden Blätter von Winterweizen verwandt. 
Die Pflanzen waren teils frostresistent, teils frostempfindlich und wurden im 
letzteren Falle im Gewächshaus angezogen. Meist gelangte frostempfindliches 
Material zur Untersuchung, da hier die Intensität der untersuchten fermentativen 
Umsetzungen oft wesentlich höher war als bei dormanten, frostresistenten Pflanzen. 
Prinzipielle Unterschiede im Verhalten von Proteinen aus empfindlichen und resi- 
stenten Blättern konnten nicht festgestellt werden. 

In e‘nigen Fällen wurden auch Spinatblätter gewählt. 

2. Chloroplastenisolierungen. Chloroplasten wurden isoliert, indem im Mörser 
jeweils etwa 8g Blätter mit Sand und der vierfachen Menge an Puffer der unten 
angegebenen Zusammensetzung verrieben wurden. Anschließend wurde 2 min 
bei 200 g, dann 10 min bei 1000 g zentrifugiert. Das Sediment der zweiten Zentri- 
fugierung bestand größtenteils aus Chloroplasten, wie die mikroskopische Kontrolle 
ergab. Diese wurden in wenig Puffer von px 7,8 aufgenommen. Als Isolierungs- 
puffer diente eine Lösung von 0,4 m-Saccharose, 0,005 m-Ascorbat und 0,01 m-NaCl 
in 0,05 m-Trishydroxymethylaminomethan (Tris) von px 8,4. Bisweilen wurde 
die Saccharose durch 0,35 m-NaCl ersetzt. 

8. Blattextrakt. 15g Blätter wurden mit 30 ml 0,05 m-Tris-Puffer, px 8,4 
homogenisiert. Nach Filtrieren durch ein Tuch lassen sich restliche Zellwand- 
bestandteile durch 10 min Zentrifugieren bei 2000 g entfernen. Das dunkelgriine 
Überstehende wird — dialysiert oder undialysiert — zur Fermentbestimmung 
verwendet. Es hat einen pp-Wert zwischen 7,6 und 7,8. 

4. Frostempfindliche und frostunempfindliche Fraktion. Der Blattextrakt wird 
45 min bei 28000 g zentrifugiert, wobei alle grüngefärbten Bestandteile sedimen- 
tieren. Die überstehende braune Lösung läßt nach Einfrieren und Wiederauftauen 
keine Frostfällung erkennen und soll deshalb als ,,frostunempfindlich‘ bezeichnet 
werden. Das Sediment wird gewaschen und dann in so viel 0,05-Tris, px 7,8 im 
Homogenisator der Firma Bühler, Tübingen aufgenommen, daß. die Protein- 
konzentration 1—2% beträgt. Da beim Gefrieren der dunkelgrün gefärbten 
Lösung nahezu alle Proteine ausfallen, werden diese als frostempfindlich bezeichnet. 

5. Fermentbestimmungen. Die Aktivität der Katalase wurde auf manometri- 
schem Wege nach CHANCE und MAEHLy (1955) bestimmt, diejenige der Glutamin- 
säuredecarboxylase nach HEBER (1960), der Äpfelsäuredehydrogenase nach MEH- 
LER u. Mitarb. (1948), der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase nach LADUE u. 
Mitarb. (1954) sowie der Phosphoglucoseisomerase nach SLEIN (1955, Resorcin- 











372 H. Uzzric und U. HEBER: 


methode). Zur Bestimmung der Adenosintriphosphatase wurde folgendes Ver- 
fahren gewählt: Als Substrat fand 0,0026 m-Adenosintriphosphat (ATP) Ver- 
wendung in 0,05 m-Tris-Puffer, px 7,9, der zudem 0,0065 m-MgCl, enthielt. Die 
in 15 min bei 22°C freigesetzte Phosphatmenge, die nach FıskE und SUBBAROW 
(1929) bestimmt wurde, diente als Maß der Enzymaktivität. Die Aktivität der 
Cytochromoxydase wurde auf zwei verschiedenen Wegen ermittelt, nämlich im 
manometrischen Test nach KAPELLER-ADLER (1949) und im optischen Test nach 
SmrtH (1954). In der Hill-Reaktion wurde die Reduktionsrate von [Fe(CN),] 
im Licht als Maß der Enzymaktivität gewertet (AVRON, KROGMANN und JAGEN- 
DoRF 1958). Als Reaktionsmedium diente 0,013 m K, [Fe(CN),] in 0,05 m-Tris, 
Pu 7,9. Die photosynthetische Phosphorylierung nahmen wir nach den Angaben 
von JAGENDORF und AVRON (1958) mit Phenacinmethosulfat als Cofaktor vor, 
jedoch wurde aerob gearbeitet. Phosphatbestimmungen erfolgten nach Fiske 
und SuBBAROW (1929). 

6. Verschiedenes. Chlorophyll wurde auf spektrophotometrischem Wege nach 
Arnon (1949) bestimmt. Proteinbestimmungen erfolgten gravimetrisch, und zwar 
wurde durch Frost oder mit Trichloressigsäure ausgefülltes Protein nach Waschen 
und Trocknen ausgewogen (vgl. ULLRICH und HEBER 1958). Die erhaltenen 
Proteinwerte sind wesentlich höher als diejenigen, die aus Kjeldahl-Bestimmungen 
herrühren. Das ist darauf zurückzuführen, daß die Proteine der frostempfindlichen 
Fraktion größere Mengen Lipoide (bis zu 30%) und Kohlenhydrate (etwa 10%) 
gebunden enthalten’ (vgl. SToLL und WIEDEMANN 1952, HEBER 1959a). 

Gefriertests an Pflanzen und Extrakten wurden in der Regel, wenn nichts 
anderes erwähnt ist, 15 Std bei —20° C durchgeführt. Die Pflanzen wurden dabei 
langsam, etwa im Verlaufe von 2—3 Std, auf die Versuchstemperatur gebracht 
und anschließend noch in gefrorenem Zustand verarbeitet. Kürzere Versuchszeiten 
als 15 Std bei Gefriertests an Extrakten fanden dann Anwendung, wenn zu be- 
fürchten war, daß auf Alterungsprozesse zurückgehende Aktivitätsminderungen 
der betreffenden Reaktion den Einfluß des Gefrierens überdecken. 

Als Maß der Frostresistenz wird die Temperatur in °C bezeichnet, bei der 
50% der geprüften Pflanzen erfrieren. 


Ergebnisse 

Das Verhalten von Fermenten der löslichen, ‚‚frostunempfindlichen‘“ 

Fraktion der Blatteiweiße gegenüber tiefen Temperaturen 

a) Untersuchungen an Blattextrakten. Friert man dialysierte und 
undialysierte (noch die niedermolekularen Inhaltsstoffe der Zelle ein- 
schließlich der Zucker enthaltende) Blattextrakte bei —20°C ein, so 
zeigt sich nach dem Auftauen, daß die grün gefärbten Proteide koaguliert 
sind und sich bald am Boden der dann bräunlich gefärbten Lösung 
absetzen. Die Aktivität verschiedener Enzyme in der Lösung blieb 
durch den Gefriervorgang nicht unbeeinflußt, wie aus Tabelle 1, A er- 
sichtlich ist. Jedoch kann man offenbar hier nicht von einer weit- 
gehenden Denaturierung der beteiligten Enzymproteine sprechen, da 
nach vorheriger Abtrennung der ,,frostempfindlichen‘‘ Eiweißfraktion 
aus dem Extrakt mittels Zentrifugieren bei 28000 g und anschließendem 
Einfrieren der verbleibenden Proteine der ‚frostunempfindlichen‘‘ Frak- 
tion ein Aktivitätsabfall ebensowenig beobachtet werden kann wie eine 
Koagulation der eingefrorenen Proteine (Tabelle 1, B). 
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Der Aktivitätsabfall beim Gefrieren des unfraktionierten Extraktes 
kann auf zweierlei Weise erklärt werden: 

1. Ein Teil der Enzymaktivität ist in der frostempfindlichen, ein 
anderer in der frostunempfindlichen Fraktion lokalisiert. Das würde 
voraussetzen, daß die Enzyme in verschiedener Form, gebunden oder 
ungebunden, in der Zelle existieren, wie das zuerst von RUHLAND (1913) 
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teiligten Enzyme, ein 

mehr oder weniger groBer Anteil mitgerissen, ohne daB diese Enzyme 
ursprünglich in der partikulären, zentrifugierbaren frostempfindlichen 
Fraktion lokalisiert waren. 

Es läßt sich nun eindeutig entscheiden, daß die zweite Möglichkeit 
den Tatsachen entspricht. Trennt man die frostempfindliche Fraktion 
durch Zentrifugieren von den frostunempfindlichen, löslichen Proteinen 
ab, so läßt sich in ihr nach entsprechendem Waschen keinerlei Aktivität 
der in Tabelle 1 angegebenen Enzyme nachweisen. Dagegen konnten 
wir in manchen Fällen sogar eine eindeutig erhöhte Enzymaktivität des 
Extraktes nach Abtrennen der frostempfindlichen Fraktion feststellen. 
Die frostempfindliche Fraktion vermag also eine begrenzte Hemm- 
wirkung auf verschiedene lösliche Enzyme auszuüben. 

Auch der Enzymanteil, der durch Gefrieren des Extraktes bei der 
Fällung der frostempfindlichen Fraktion der Eiweiße mitgerissen wird, 
denaturiert nicht, wenn wir hier unter Denaturierung den irreversiblen 
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Verlust der physiologischen Aktivität verstehen wollen. Nach Fein- 
Dispergierung der frostkoagulierten Proteine im Homogenisator kehrt 
nämlich die beim Gefrieren verlorengegangene Enzymaktivität wieder. 
Aktivitätsverlust oder Aktivitätsminderung erklären sich also wohl 
daraus, daß infolge Oberflächenverkleinerung und Inklusion in das 
Koagulat die Diffusion des Substrates zum Enzym stark herabgesetzt 
wird, soweit das Enzym in die Fällung mit einbezogen wurde. 
b) Gefrierexperimente an Blättern. Nach der Feststellung, daß 
Enzyme der frostunempfindlichen Fraktion in vitro keine echte Beein- 
flussung ihrer Aktivität durch 
Tabelle 2. Die Aktivität der Äpfelsäure- Gefrieren erkennen lassen, ergibt 
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aktivität der untersuchten Fer- 
mente ebensowenig eindeutig beeinflussen können, wie das beim Ge- 
frieren der frostunempfindlichen Fraktion in vitro der Fall war. 

Die Enzyme der frostunempfindlichen Fraktion lassen also, soweit 
untersucht, keine unmittelbare Beeinflussung durch Ausfrieren in vitro 
und in vivo erkennen. Eine mittelbare Beeinflussung kann aber insofern 
vorliegen, als diese Enzyme in die Frostfällung der frostempfindlichen 
Fraktion. teilweise mit einbezogen werden. 


Das Verhalten von Fermenten der partikulären, „frostempfindlichen‘‘ 
Fraktion der Blatteiweiße gegenüber tiefen Temperaturen 
Unter die Enzyme, die an sehr hochmolekulare Bestandteile der 
Zelle gebunden sind, und die daher der partikulären, frostempfindlichen 
Fraktion angehören, fallen unter anderem einige Fermente der End- 
oxydation, der Photosynthese und des Phosphatstoffwechsels, über die 
berichtet werden soll. 





Ursachen der Frostresistenz bei Winterweizen. IV 375 


1. Adenosintriphosphatase. Ein erheblicher Anteil der Adenosintri- 
phosphataseaktivität muB in der frostempfindlichen Fraktion lokalisiert 
sein, da sich das Enzym auch durch intensives Waschen nicht aus dem 
zentrifugierbaren Anteil der Proteine entfernen läBt. Wird nun die 
Frostfällung der empfindlichen Fraktion von einem Aktivitätsabfall der 
Adenosintriphosphatase begleitet ? Das ist überraschenderweise und in 
Übereinstimmung mit Befunden von Porter u. Mitarb. (1953) nicht 
der Fall, wie aus den Ergebnissen der Tabelle 3 ersichtlich ist. Trotz 
nahezu 100%iger Fällung der frost- 
empfindlichen Fraktion ließ sich Tabelle3. Der Einfluß des Gefrierens 
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zum begrenzenden Faktor des Um- 
satzes wird. Ein Löslichwerden des 
Enzyms als Gefrierfolge kann nicht stattgefunden haben, da nach Ab- 
zentrifugieren der Fällung im Überstehenden keine Enzymaktivität mehr 
verbleibt. Denaturierung des Enzyms hat also trotz der beobachteten 
nahezu vollständigen Fällung nicht stattgefunden. 

2. Cytochromoxydase. a) Untersuchungen an Blattextrakten. Vorerst 
war zu klären, ob der Frostfällung der frostempfindlichen Fraktion ein 
entsprechender Aktivitätsabfall der in ihr enthaltenen Cytochromoxy- 
dase parallel geht. Dazu wurde die frostempfindliche Fraktion aus dem 
Blattextrakt abgetrennt und gesondert untersucht, da auch die frost- 
unempfindliche Fraktion noch hohe Cytochromoxydase-Aktivität auf- 
weist. Diese ist interessanterweise auch nicht durch Gefrieren zu beein- 
flussen, wogegen die Aktivität der in der frostempfindlichen Fraktion 
lokalisierten Cytochromoxydase beim Gefrieren — im Gegensatz zum 
Verhalten der Adenosintriphosphatase — im optischen Test um etwa 
eine Zehnerpotenz abfällt, in der unspezifischen manometrischen Be- 
stimmung allerdings nur auf etwa die Hälfte reduziert wird. 

Sind. nun vor dem Gefrieren zugesetzte Zucker in der Lage, die 
Aktivität des Enzyms im Gefrierexperiment zu beeinflussen ? In frühe- 
ren Untersuchungen war die Schutzwirkung der Zucker gegenüber der 
Frostfällung ausführlich dargelegt worden (ULLRIOH und HEBER 1958, 
HEBER 1958). Wir hatten aus der ausgeprägten Schutzwirkung im 
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Fällungsexperiment geschlossen, daß die während des Resistenzerwerbs 
der Pflanzen beobachtete Zuckeranhäufung mit dem Grad der Frost- 
resistenz in ursächlichem Zusammenhang stehen muß, wenn auch, 
wegen der komplexen Reaktionsweise lebender Zellen, gewisse Ein- 
schränkungen gemacht werden mußten. 

Tatsächlich zeigt sich, daß die Aktivität der Cytochromoxydase im 
Gefrierexperiment der Frostfällung der Proteine weitgehend entspricht, 
wie aus Abb. 1 hervorgeht. Ohne Zuckerzusatz koaguliert nahezu das 
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Abb. 1. Der Einfluß von Zuckerzusätzen auf den Aktivitätsverlust der Cytochromoxydase 

beim Gefrieren im Vergleich zur Höhe der Frostkoagulation. Bestimmung der Cytochrom- 

oxydase im optischen Test. x Gravimetrische Bestimmung der Proteinfällung durch 

Gefrieren; O Aktivitätsverlust bei Saccharosezusatz; + Aktivitätsverlust bei Glucosezusatz ; 
DO Aktivitätsverlust bei Raffinosezusatz 


gesamte Protein und der Aktivitätsverlust der Cytochromoxydase be- 
trägt etwa 70%. Mit erhöhter Zuckerkonzentration vermindert sich der 
Wert für die Frostkoagulation ebenso wie der Aktivitätsverlust der 
Cytochromoxydase. Bei einer Zuckerkonzentration von 0,25 m — einer 
Konzentration, die durchaus von der lebenden Pflanze bei Resistenz- 
erwerb erreicht wird — bleiben mehr als 90% der Cytochromoxydase- 
aktivität erhalten, wobei nicht mehr als 10% der Proteine koagulieren. 
Zucker sind also nicht nur in der Lage, die Frostfällung von 
Proteinen beim Einfrieren zu verhindern, wie wir das früher schon 
festgestellt haben, sondern sie erhalten auch die Aktivität gewisser 
Enzymproteine, die sonst durch die Frostfällung eine ganz erhebliche 
Aktivitätsverminderung erfahren. Auch wird wieder bestätigt, daß der 
Grad der Schutzwirkung der einzelnen Zucker nicht von der Gewichts- 
konzentration der Lösung, sondern von der molaren Konzentration ab- 
hängt, wie an anderer Stelle bereits dargelegt worden ist (ULLRICH und 
HEBER 1959). 
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Die verhältnismäßig große Streuung der Werte erklärt sich aus der Schwierig- 
keit einer genauen Fer tbestimmung im optischen Test in durch Frostfällung 
getrübtem Medium. Bei hoher Zuckerkc tration wird die Aktivität des Enzyms 
offenbar herabgesetzt, so daß dann keine Übereinstimmung mit dem Fällungswert 
zu erwarten ist. Manometrische Bestimmungen der Cytochromoxydase bestätigen 
im wesentlichen das Bild, das der optische Test vermittelt, wenn auch die Aktivi- 
tätskurven abgeflachter erscheinen, wohl eine Folge des recht unspezifischen 
manometrischen Testes, der im übrigen auch wesentlich ungenauer arbeitet als 
die optische Bestimmung. 

Der Aktivitätsverlust beim Gefrieren der frostempfindlichen Frak- 
tion ist jedoch nicht irreversibel, sondern läßt sich ebenso wie bei den 
Enzymen der löslichen 
Eiweißfraktion, auf die Tabelle 4.‘ Die Abhängigkeit der Aktivität der Cyto- 
bereits eingegangen chromoxydase vom Dispergierungszustand des Enzyms. 
wurde, rückgängig ma- Die Aktivität ist ausgedrückt als die auf die Gewichts- 

einheit (g) Protein bezogene Geschwindigkeitskonstante 
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b) Gefrierversuche an Blättern. Neben den in-vitro-Experimenten, 
bei denen Pflanzenextrakte der Wirkung des Frostes ausgesetzt wurden, 
war nun weiterhin auch das Verhalten intakter Blätter im Gefrier- 
versuch zu prüfen. Zu diesem Zwecke wurden Pflanzen langsam auf 
Temperaturen gebracht, die sie nicht lebend ertragen und dann unmittel- 
bar nach der Entnahme aus der Kältekammer noch in gefrorenem Zu- 
stande homogenisiert. Auf diese Weise sollten nach Möglichkeit die 
primären Einflüsse des Ge- und Erfrierens erfaßt werden, die nach 
Auftauen leicht durch sekundäre Abläufe überdeckt werden könnten. 
Die Extrakte bzw. frostempfindlichen Proteinfraktionen wurden dann 
auf ihre Enzymaktivität geprüft. 

Der Extrakt von Blättern, die durch Frost abgetötet wurden, hat 
gegenüber der Kontrolle lediglich etwa 10% der Cytochromoxydase- 
Aktivität verloren. Ein noch geringerer Unterschied ergibt sich beim 
Vergleich der Aktivität der frostempfindlichen Fraktionen aus ab- 
getöteten Blättern und Kontrollen. Oben wurde aber schon erwähnt, 
daß intensive Dispergierung nach Gefrieren die Aktivität der Cyto- 
chromoxydase weitgehend wiederherstellt. Es ist also nicht verwunder- 
lich, daß nur geringe Unterschiede im Extrakt und iin der frostempfindlichen 
Fraktion gefunden wurden, da ja die Gewinnung der Fraktionen intensive 
Dispergierungsvorgänge auch nach dem Gefrieren der Blätter erfordert. 
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Eine geringe Abnahme der Enzymaktivität im Extrakt der Blätter 
nach deren Erfrieren besagt demnach leider recht wenig über die 
Aktivität der Cytochromoxydase im Blatt selbst. Der starke Einfluß 
des Erfrierens auf die Atmungsabläufe, die unmittelbar nach dem Auf- 
tauen der Blätter um mehr als 50% reduziert sind, kann allerdings als 
Hinweis darauf betrachtet werden, daß die Cytochromoxydase durch 
das Gefrieren im Blatt selbst stärker beeinträchtigt wurde als aus den 
in-vitro-Ergebnissen ersichtlich ist. 

3. Fermente der Hillreaktion. a) Untersuchungen an Blattextrakten. 
Im vorstehenden wurden einige Fermente auf ihr Verhalten gegen Ein- 
frieren geprüft, die relativ stabile Eiweißkörper darstellen, wie die Kon- 
stanz der Aktivität in wäßriger Lösung oder ihre Widerstandsfähigkeit 
gegen Entwässerung beweisen (vgl. die Möglichkeit des Nachweises der 
Cytochromoxydase in histologischen Schnitten). Nun sollte noch das 
Verhalten einiger empfindlicher Enzyme untersucht werden. Zu diesen 
gehören vor allem einige Photosynthesefermente, von denen bekannt ist, 
daß sie schon in wäßriger Lösung nach kurzer Zeit ihre Aktivität ver- 
lieren. Charakteristisch für die empfindlichen Enzyme der Energie- 
übertragung bei der Photosynthese sind ihre partikuläre Bindung und 
ihr hoher Lipoidgehalt. Beides hat auch ihre Trennung und nähere 
Charakterisierung bisher verhindert, so daß es hier notwendig ist, am 
vollständigen Enzymsystem zu arbeiten. Das hat zwar den Nachteil, 
daß eine für ein bestimmtes Enzym geltende wohldefinierte Aussage 
nicht möglich ist, dafür aber den Vorteil, daß gleichzeitig in einer ein- 
zigen Reaktionskette eine Reihe von Enzymen getestet werden kann. 
Erschwerend wirkt bei der Untersuchung der Wirkung des Gefrierens, 
daß der Test längere Zeiträume erfordert. Der erwähnte normale 
Aktivitätsverlust in wäßriger Lösung macht sich dabei störend bemerk- 
bar, wie aus Tabelle 5 zu ersehen ist. Gleichzeitig aber ist festzustellen, 
daß die Aktivität der gefrorenen Chloroplasten schneller absinkt als die 
der ungefrorenen Kontrollen. Es liegt hier ein Einfluß des Ausfrierens 
vor, und zwar handelt es sich nicht um einen reversiblen Vorgang, wie 
wir ihn beim Aktivitätsverlust der bisher behandelten Enzyme kennen- 
gelernt haben, da eine Dispergierung nicht zur Rückkehr der Aktivität 
führt. Also ist es statthaft, von einer Denaturierung als Gefrierfolge zu 
sprechen. Sie ist verschieden von dem Vorgang, der den Aktivitäts- 
verlust der Kontrolle verursacht. Dieser läßt sich durch erniedrigte 
Temperaturen verlangsamen, jener wird offenbar durch die Entwässe- 
rung des Systems beim Gefrieren bedingt. Über die Konzentration der 
Chloroplasten läßt sich die Geschwindigkeit regeln, mit dem beide, 
den Aktivitätsverlust verursachenden Vorgänge ablaufen. Friert man 
Chloroplasten, die etwa 1,5—2 mg Chlorophyll/ml enthalten, ein, so 
zeigen nach wenigen Stunden die gefrorenen Chloroplasten weit höheren 
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Tabelle 5. Empfindlichkeit der Hill-Reaktion von isolierten Chloroplasten und Chloro- 
plastenfragmenten (frostempfindliche Fraktion) gegenüber mehrstündigem Einfrieren 
in Tris-Puffer. Aktivität in Mikromol [Fe(CN),|--— Reduktion/mg Chlorophyll 

















je Stunde! 
Ungefroren Gefroren 
val (+20 | 20%) 
umol umol 
A. Chloroplasten . . . . . . . . . . 0 84,0 84,0 
21} 50,0 55,0 
5 37,4 13,6 
B. Frostempfindliche Fraktion . 0 66,0 66,0 
4 38,4 20,0 
C. Chloroplasten in Tris-Puffer mit 15% 
Saccharosezusatz . . . . . . . . 0 107,0 107,0 
5 99,0 104,0 


1 Wegen der starken Schwankungen in den Zahlenwerten verschiedener Ver- 
suche wurde je ein repräsentativer Versuch aus einer Serie zur Darstellung gebracht. 


Aktivitätsverlust als die ungefrorenen. Liegt die Chlorophyllkonzen- 
tration beim Einfrieren eine Zehnerpotenz unter obigem Wert, so wird 
die Kontrolle sehr oft einen hôheren Aktivitätsverlust als die gefrorene 
Probe zeigen. 


Oben sind zwei Bedingungen für die gute und reproduzierbare Beobachtbarkeit 
einer Frostinaktivierung der Hill-Reaktion angeführt worden, die eine Besprechung 
erfordern: eine begrenzte Dauer des Gefrierexperiments und eine bestimmte Eiweiß- 
konzentration. Wir haben bei der Betrachtung unserer in-vitro-Experimente 
stets die Rückbeziehung auf die Verhältnisse in der Pflanze im Auge zu behalten. 
Sind nun nicht etwa die Bedingungen des Reagenzglasexperiments zu künstlich, 
um eine Aussage über das Geschehen in der Pflanze zu erlauben ? Die gesamte 
Dauer des Gefrierexperiments ist durch Altern, d.h. durch den normalen Aktivi- 
tätsverlust der Hill-Reaktion der Kontrolle begrenzt. Dieser wird durch enzyma- 
tische Inaktivierung oder einfach von der thermodynamischen Instabilität des 
Enzymsystems bestimmt. In vivo wird er durch die Ordnung des Reaktions- 
systems oder durch Neusynthese verhindert. 

Weiterhin wurde betont, daß sich die Frostinaktivierung der Hill-Reaktion 
gut nur bei höherer Chlorophylikonzentration, etwa 1,5—2 mg Chlorophyll bzw. 
15—20 mg Eiweiß/ml, beobachten läßt. Wie hoch liegt nun die ,,EiweiBkonzen- 
tration“ in der Zelle, wenn man überhaupt diesen Begriff in Anbetracht der hoch- 
komplizierten lebendigen Struktur anwenden kann ? Der durchschnittliche Protein- 
gehalt eines ausgewachsenen Blattes beträgt etwa 3% des Frischgewichtes. Dabei 
nimmt die weitgehend proteinfreie Vacuole den größten Teil des Zellvolumens ein, 
so daß die Schätzung einer durchschnittlich 10%igen Proteinkonzentration im 
Plasma nicht zu hoch gegriffen sein dürfte. Diese Konzentration ist aber weit 
höher als im in-vitro-Experiment. 

Es ist also zu erwarten, daß der Frostschaden im Gefrierexperiment im Ver- 
gleich mit der Kontrolle weit größer sein würde als beobachtet, wäre es nur möglich, 
die Alterung der Kontrolle auszuschalten und mit noch höheren Eiweißkonzen- 
trationen zu arbeiten. 

Die Alterung der Kontrolle läßt sich tatsächlich weitgehend ausschalten, wenn 
man zur Eiweißlösung z. B. 5—10% Zucker oder Methanol (MILNER u. Mitarb. 
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1950) zufügt. Doch diese Substanzen wirken auch im Gefrierversuch als Schutz- 
stoffe und verhindern die Frostinaktivierung des Enzyms (Tabelle 5, C). 

Man könnte nun auf den Gedanken kommen, daß die oben erwähnten 
Aktivitätsverluste allein auf Störungen in der ultramikroskopischen 
Struktur des Reaktionssystems der Chloroplasten, bedingt durch ‚Altern‘ 
oder Gefrieren, zurückgehen. Wie Ergebnisse von Gefrierversuchen an 
der frostempfindlichen Fraktion zeigen, kann das nicht der Fall sein. 
Diese enthält ja alle gefärbten Bestandteile der Chloroplasten und damit 
auch die Bestandteile der Hill-Reaktion desintegriert (Tabelle 5, B). 
Nicht nur die Chloroplasten mit ihrer weitgehend intakten Struktur 
lassen also eine Schädigung des Fermentsystems der Hill-Reaktion 
durch Frost erkennen, sondern auch die frostempfindliche Fraktion, 
deren Chloroplastenbestandteile im Verlauf der Aufarbeitung sowohl 
auf mechanische als auch auf osmotische Weise bis unter die mikro- 
skopische Sichtbarkeitsgrenze desintegriert wurden. Auf das Ineinander- 
greifen von strukturellen und chemischen Gesichtspunkten bei der Be- 
trachtung des Verhaltens von partikulär gebundenen, in der Zellstruktur 
verankerten Enzymsystemen wird in der Diskussion noch näher ein- 
zugehen sein. 

Aus Tabelle 5, B geht hervor, daß auch die Bestandteile der Chloro- 
plasten prinzipiell gleiches Verhalten wie die intakte Struktureinheit 
zeigen, d.h. bei entsprechender Konzentration an Proteinen der frost- 
empfindlichen Fraktion überwiegt der Aktivitätsverlust durch Gefrieren 
ganz beträchtlich den Aktivitätsverlust infolge Alterns, ohne daß eine 
Reaktivierung durch Dispergieren des Koagulates möglich ist. 

Es liegen also im Enzymsystem der Hill-Reaktion eindeutig Proteine 
vor, die durch Gefrieren irreversibel geschädigt, denaturiert werden. 
Auch bei diesem System sind Zucker in der Lage, stabilisierend zu 
wirken. Der Stabilisierungseinfluß erstreckt sich auf den Alterungs- 
ablauf, wie schon bekannt ist, ebenso aber auch auf eine Schädigung 
des Systems durch Ausfrieren (Tabelle 5, C). 

b) Gefrierversuche an Blättern. Um weiterhin zu prüfen, ob die in 
vitro erhaltenen Ergebnisse auch für die intakte Pflanze und deren 
Verhalten gegen Frost gelten, wurden, ähnlich wie dies bereits für die 
Cytochromoxydase beschrieben worden ist, Blätter 15 Std auf —20° C 
eingefroren, wobei Frosttod eintrat. Anschließend wurden unmittelbar 
nach der Entnahme aus der Kältekammer die Proteine der frostemp- 
findlichen Fraktion bzw. die Chloroplasten aus den Blättern isoliert 
und die Enzymaktivität geprüft. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dar- 
gestellt. Die Hill-Aktivität von Chloroplasten ist durch das Gefrieren 
bei frostempfindlichen Pflanzen um fast eine Zehnerpotenz herab- 
gedrückt worden, während frostresistente Pflanzen immerhin noch zwei 
Drittel ihrer Aktivität einbüßten. Damit können wir in anderem Zu- 
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Tabelle 6. Hill-Reaktion von Chloroplasten und Chloroplastenfragmenten (frost- 
empfindliche Fraktion), die aus erfrorenen und ungefrorenen Blättern isoliert wurden 











Hill-Reaktion in «mol 

[Fe(CN), 1 -Redukt./mg 

pe, | Sem 
Oro oO 
Untersuchtes Material ee: | eee ro ro Gar. 
bei —20°C 
0 | be 

Chloroplasten . . . . . . . . 1 — 6 28,0 128,0 
Chloroplasten . . . . . . . . 2 — 6 25,0 135,0 
Chloroplasten . . . . . . . . 3 — 6 21,0 153,0 
Chloroplasten . . . . . . . . 4 — 18 48,0 120,0 
Frostempfindliche Fraktion . . 1 — 6 19,0 74,0 
2 — 6 10,8 27,0 
4 — 18 43,0 43,0 














sammenhang erhaltene Befunde von FAGER (1952) bestätigen. Bedeut- 
sam erscheint das Verhalten der frostempfindlichen Fraktion: Bei den 
frostempfindlichen Pflanzen, die einen Zuckergehalt von 4% des Trocken- 
gewichtes aufweisen, ist auch hier die Aktivität stark herabgesetzt, 
während die frostresistenten Pflanzen (Resistenz —18°C) bei einem 
Zuckergehalt von etwa 20% des Trockengewichts keine Einbuße er- 
kennen lassen. Es ist möglich, daß die erhöhte Zuckerkonzentration 
hier schützend gewirkt hat, doch bleibt abzuwarten, ob der Befund sich 
weiterhin immer bestätigen wird. 

Es könnte nun die Frage gestellt werden, ob nicht jeder geringe 
Wasserentzug beim Gefrieren der Blätter die Hill-Reaktion reversibel 
hemmt und damit eine Frostschädigung vortäuscht. Daß das nicht so 
ist, zeigt folgender Versuch: Blätter frostresistenter Pflanzen wurden 
auf — 13°C eingefroren, wobei völliges Steiffrieren der Blätter eintrat, 
ohne daß diese geschädigt wurden. Unmittelbar nach dem Auftauen 
wurden Chloroplasten isoliert. Deren Aktivität wich nicht von der der 
ungefrorenen Kontrolle ab. Erst beim Frosttod der Pflanze wird also 
das Reaktionssystem zerstört, oder umgekehrt, die Zerstörung des 
Rekationssystems bedingt unter anderem auch den Frosttod der Pflanze. 
Dieser erfolgt erst bei einem ganz bestimmten Grad von Entwässerung 
und kann von Schutzstoffen beeinflußt werden. 

4. Fermente der Photosynthese-Phosphorylierung. a) Untersuchungen 
an Blattextrakten. Nachdem sichergestellt war, daß die Hill-Reaktion 
frostempfindlich ist, mußte auch das Verhalten jeder weiteren Photo- 
synthese-Reaktion interessieren. Der gebotenen Beschränkung wegen 
wählten wir die cyclische Photosynthese-Phosphorylierung zur Unter- 
suchung aus. Diese wird, ebenso wie die Hill-Reaktion, von einem 
Komplex von Enzymen durchgeführt und hat offenbar wenigstens den 
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ersten Reaktionsschritt, nämlich die Anregung eines Energierezeptors 
als Photoreaktion, mit der Hill-Reaktion gemeinsam. Die aufgewandte 
Lichtenergie wird zur Bildung von Adenosintriphosphat aus Adenosindi- 
phosphat und anorganischem Phosphat genutzt (unter anderem ARNON 
1959). 

In Tabelle 7 sind Ergebnisse von Gefrierversuchen dargestellt, die 
an Chloroplasten von Spinat und Winterweizen vorgenommen wurden. 


Tabelle7. Die Empfindlichkeit der cyclischen Photosynthesephosphorylierung von 


Chloroplasten und Chloroplastenfragmenten (frostempfindliche Fraktion) gegenüber 
31/,stündigem Gefrieren in verschiedenen Medien 











Höhe der Photo- 
synthese-Phosphory- 
. lierung in „mol Phos- 
— Material Medium: Puffer mit en er 
gefroren | ungefroren 
bei —20°C| bei + 2°C 
1 Spinat 2% NaCl 0,0 8,0 
1 Spinat 15% Saccharose 24,0 26,3 
2 Winterweizen 2% NaCl 0,5 24,2 
3 Winterweizen 2% NaCl 27,0 35,5 
4 Winterweizen 2% NaCl 9,5 34,4 
5 Winterweizen | 10% Saccharose 21,1 12,31 
6 Winterweizen | 10% Saccharose 18,3 14,61 














1 Niedrige Phosphorylierungswerte der Kontrollen lassen sich auf den Alte- 
rungsvorgang zurückfübren, der bei +2°C schneller als bei —20°C verläuft. 


Bei Isolierung der Chloroplasten in NaCl-Puffer und anschlieBendem 
Einfrieren wird ihre Aktivität teils ganz zerstört, teils stark herab- 
gesetzt, während Isolierung in Saccharose-Puffer und nachfolgendes 
Einfrieren auf —20°C kaum zu Aktivitätsverlust führt. Auch hier 
wird wieder eine Schutzwirkung gerade der Zucker erkennbar. Wie bei 
der Hill-Reaktion ist auch bei dieser empfindlichen Reaktionskette ein 
Gegeneinanderwirken zweier Vorgänge zu bemerken: Ein Alterungs- 
vorgang wird durch erniedrigte Temperatur gebremst, während bei 
tiefen Temperaturen durch die Entwässerung des Systems infolge der 
Eisbildung Schädigung erfolgt. 

b) Gefrierversuche an Blättern. Gemäß Tabelle 8 bewirkt auch das 
Erfrieren von Blättern eine starke Depression der Photosynthese- 
Phosphorylierung unmittelbar nach der Frosteinwirkung bei isolierten 
Chloroplasten. Auch hier befinden sich die Ergebnisse in Übereinstim- 
mung mit den Befunden, die bei der Untersuchung der Hill-Reaktion 
erhalten wurden. Das in-vivo-Experiment bestätigt und verdeutlicht 
also noch das Bild, das in vitro gewonnen wurde. Der Wasserentzug 
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infolge Eisbildung beim Gefrieren schädigt das Reaktionssystem der 
Photophosphorylierung und der Hill-Reaktion. Diese Schädigung kann 
durch Schutzstoffe unterbunden werden. 


Tabelle 8. Cyclische Photosynthesephosphorylierung von Chloroplasten und Chloro- 
plastenfragmenten (frostempfindliche Fraktion), die aus erfrorenen und ungefrorenen 




















Blättern isoliert wurden 
Photosynthesephosphorylierung in 
„mol Phosphatveresterung/mg 
Chlorophyli/Stunde von Chloro- 
pe À Material plasten ae © ee Seen, 
bei —20°C er- ungefrorenen 
frorenen Blättern Blattern 
1 Chloroplasten ........ 17,7 63,3 
2 Chloroplasten ........ 10,4 42,2 
1 Frostempfindliche Fraktion . . 17,6 47,0 
2 Frostempfindliche Fraktion . . 7,1 16,2 
Diskussion 


Die Frage nach einer Fermentinaktivierung beim Gefrieren ist be- 
reits vor geraumer Zeit aufgegriffen worden, wurde jedoch vorerst 
negativ beantwortet (LYNEN 1939, 1940). Lynen führte die Atmungs- 
schädigung beim Gefrieren in flüssiger Luft auf die Zerstörung von Zell- 
membranen beim Gefrieren zurück, wobei die Reaktionssysteme der 
Atmung lediglich infolge der nun möglichen Abdiffusion löslicher Co- 
faktoren ihre Aktivität verlieren sollten. Porter u. Mitarb. (1953) 
schlossen sich dieser Auffassung an und dehnten sie auf Zellorganelle 
aus, deren verminderte Fähigkeit zur Substratoxydation nach dem Ge- 
frieren durch Zusatz von löslichen Cofaktoren wieder hergestellt werden 
kann. Eine Inaktivierung von Enzymen durch Gefrieren wurde als 
wenig wahrscheinlich abgelehnt (LYNEN 1939). Jedoch schränkte LYNEN 
die Folgerungen aus seinen früher erhaltenen Befunden später ein (1944), 
als er feststellte, daß partikulär gebundene Enzyme oder Enzymsysteme, 
die lösliche Cofaktoren nicht erfordern, durch Gefrieren ihre Aktivität 
verlieren können und bejaht nun die Möglichkeit einer Fermentdenatu- 
rierung durch Frost. Porter u. Mitarb. waren nicht in der Lage, alle 
erhaltenen Befunde auf der Grundlage einer mechanischen Schädigung 
von Zellorganellen durch das Gefrieren zu erklären. Insbesondere 
wurde die durch das Gefrieren vollkommen gehemmte oxydative Phos- 
phorylierung und die Oxydation einiger Substrate auch durch Zugabe 
von Cofaktoren nicht wieder in Gang gebracht. Es ist also nicht recht 
ersichtlich, worauf sie den SchluB gründen, daB beim Gefrieren von 
Zellhomogenisaten lediglich mechanische Schädigungen betroffener Zell- 
organelle eintreten. 
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Eine Schutzwirkung von Saccharose auf die Enzymaktivität ist 
schon länger bekannt. So gibt unter anderem Loomis (1950) Schutz- 
effekte von Saccharose beim Einfrieren von Mitochondriensuspensionen 
an. Auch Porter u. Mitarb. (1953) berichten, daß Saccharose von einer 
Konzentration von etwa 4% an aufwärts schützend auf die Substrat- 
oxydation ihrer Präparationen wirkt. Diese Werte stehen in guter 
Übereinstimmung mit unseren Befunden über die Schutzwirkung der 
Zucker gegenüber der Frostfällung der frostempfindlichen Eiweißfrak- 
tion (vgl. Diagramme und Tabellenangaben in ULLRIcH und HEBER 
1958, HEBER 1958) und bestätigen auch von dieser Seite her die nicht 
allseits anerkannte Ansicht, daß Zucker bei der Frostresistenz der 
Pflanzen eine wesentliche Rolle als Schutzstoffe spielen. 


Die erhaltenen Befunde sollen nun kurz diskutiert werden: 

Bei Blattextrakten tritt eine Schädigung löslicher Enzyme durch 
das Gefrieren offenbar nicht ein. Die Aktivitätsminderung dieser 
Enzyme beim Gefrieren von Extrakten, die noch partikuläre, beim 
Gefrieren koagulierende Proteinkörper enthalten, geht offenbar lediglich 
auf eine Inklusion der löslichen Enzyme in das Koagulat zurück. Je 
nach der Natur des fraglichen Enzyms wird bei der Fällung ein mehr 
oder weniger großer Anteil mitgerissen. 

Komplizierter liegen die Verhältnisse bei der Betrachtung partikulär 
gebundener, in der frostempfindlichen Proteinfraktion lokalisierter 
Enzyme, die beim Gefrieren ganz unterschiedliche Effekte erkennen 
lassen. Teilweise ist, wie bei der Adenosintriphosphatase, überhaupt 
keine Aktivitätsminderung festzustellen, obwohl vollständige Fällung 
der Proteine eingetreten ist. Im Falle der Cytochromoxydase ist der 
Aktivitätsverlust reversibel, so daß infolge der Fällung wahrscheinlich 
nur die Substratzufuhr zum Enzym gehemmt ist. Allerdings ist die 
Cytochromoxydase ein sehr stabiles Enzym, das Entwässerung verträgt, 
so daß es erstaunlich wäre, wenn es durch Gefrieren irreversibel ge- 
schädigt würde. Anders liegen die Verhältnisse bei empfindlichen 
Enzymsystemen der Photosynthese, die unter bestimmten (und in der 
Pflanze auch vorliegenden) Verhältnissen durch Gefrieren offenbar 
irreversibel geschädigt werden. Der Einwand, daß eine Schädigung 
dieser Enzymsysteme etwa durch Abdiffusion löslicher Cofaktoren nach 
mechanischer Schädigung der Struktureinheiten verursacht sein könnte, 
kann nicht zutreffen. Die betrachteten Enzymreaktionen benötigen 
nämlich, soweit bekannt, keine löslichen Cofaktoren bzw. sind in der 
Lage, ohne solche zu arbeiten. Von der Photophosphorylierung wird 
zwar angegeben, daß ein löslicher Faktor die Aktivität heraufsetzt 
(WHATLEY u. Mitarb. 1956, Avron, JAGENDORF und Evans 1957), 
doch stehen dem gegenteilige Befunde gegenüber (Sımonıs und FÜcHT- 
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BAUER 1959, JAGENDORF und Avron 1958). Eine Schädigung durch 
das Gefrieren tritt ja nicht nur beim Einfrieren der intakten Struktur- 
einheit ein, nach deren Schädigung Cofaktoren verloren gehen können, 
sondern auch beim Einfrieren der desintegrierten Struktureinheit. Deren 
einzelne Bestandteile liegen größtenteils jenseits der mikroskopischen 
Sichtbarkeit, und es kann keinesfalls angenommen werden, daß sie etwa 
noch von einer semipermeablen Membran umgeben sind, die durch Ge- 
frieren „mechanisch‘‘ geschädigt werden könnte, wobei Bestandteile 
der Enzymkette verloren gehen. Eine mechanische Schädigung hat 
allerdings stattgefunden, aber bei der Desintegrierung vor dem Ein- 
frieren und hat nicht zum Aktivitätsverlust geführt. 

Vergleicht man die Aktivität der Hill-Reaktion isolierter intakter und desinte- 
grierter Chloroplasten (in der frostempfindlichen Fraktion), so fällt auf, daß 
desintegrierte Chloroplasten in der 
Regel eine niedrigere Hill-Aktivität 
besitzen als die intakte Strukturein- 
heit (Tabelle9). Das könnte seinen 
Grund darin haben, daß die mecha- 
nische Zerstörung des Chloroplasten 
schon einen Aktivitätsverlust bewirkt, 


Tabelle 9. Vergleich der Aktivität der 
Fermente der Hill-Reaktion isolierter 
Chloroplasten und der frostempfindlichen 
Fraktion, die alle gefärbten Fragmente der 
Chloroplasten enthält, aus gleichem 











doch muß das keineswegs der Fall Pflansenmaterial 

sein, da auch Hemmstoffeinfliisse hier Aktivität in Mikromol 
eine Rolle spielen kénnten: Verschie- Experi- [F LEBE aay aa 
dene Lipoide wirken hemmend auf ment 

die Hill-Reaktion (KROGMANN und Chloroplasten | frostempfind- 
JAGENDORF 1959) und die Photo- 

phosphorylierung (HEBER 1960). Ge- 

rade die frostempfindliche Fraktion, à m ge 

die die desintegrierten Chloroplasten 3 128,0 74,5 








enthält, ist reich an Lipoiden (SToLL 
und WIEDEMANN 1952). 

An dieser Stelle sei nun kurz auf den Begriff der mechanischen 
Schädigung und der Denaturierung eingegangen. 

Levrrt (1956) gibt in seiner Frostresistenztheorie an, daß der Frost- 
schaden der Zelle ‚mechanisch‘ bedingt sei. Infolge der durch Eis- 
bildung in der Zelle stattfindenden Entwässerung sollen Dehnungen und 
Spannungen auftreten, die zu Zerreißungen führen, welche den Frosttod 
bedingen. Wir haben demgegenüber bereits an anderer Stelle angeführt 
(ULLRICH und HEBER 1958, HEBER 1958, 1959a), daß die beim Ge- 
frieren auftretenden Fällungen an bereits vorher desintegrierten Zell- 
bestandteilen nicht auf ‚‚mechanische‘‘ Einflüsse im Levittschen Sinne 
zurückgeführt werden können. In der vorliegenden Arbeit wird nun 
gezeigt, daß die Frostfällungen nicht lediglich eine Aggregation von 
Proteinteilchen ohne physiologische Auswirkungen darstellen, sondern 
auch Aktivitätsverluste an beteiligten Enzymen und Enzymsystemen 
bedingen, und zwar sowohl in vitro als auch in vivo. 
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Was ist nun überhaupt ‚mechanische‘ Schädigung und was ist 
„Denaturierung‘ ? Betrachten wir zuerst den letzteren Begriff. Eine 
„Denaturierung‘‘ ist oftmals schwierig nachzuweisen. Als Kriterien 
gelten allgemein Löslichkeitsverlust, das Erscheinen vorher nicht nach- 
zuweisender reaktionsfähiger Gruppen oder — nur bei Fermenten leicht 
nachzuweisen — der Verlust der physiologischen Aktivität. Koagulation 
und Verlust der physiologischen Aktivität konnten wir aufzeigen. Aller- 
dings sind die Befunde nicht ganz einheitlich, worauf gleich noch 
zurückzukommen ist. 

Für den Begriff der mechanischen Schädigung fehlt bis jetzt, soweit 
wir sehen, eine verbindliche Definition. Nimmt man an, daß eine 
mechanische Schädigung lediglich durch Zerreißungen infolge der Frost- 
wirkung bedingt sein soll, so wird diese Annahme keinesfalls mit unseren 
Befunden bestätigt. Auch ist nicht anzunehmen, daß bestimmte Reak- 
tionen der Zelle, wie etwa die Photosynthese, infolge von Zerreißungen 
plötzlich gestoppt werden können, wie es bei Frosttod der Fall ist 
(HEBER 19592). Vielmehr sollte die mechanische Schädigung dann zu 
einer Fehlleitung und schließlich langsam zu einem Auslaufen der 
Reaktion führen. Insoweit ist also eine ,,mechanische‘* Schädigung 
abzulehnen. 

Andererseits bedingt eine infolge der Eisbildung derart weitgehende 
Entwässerung empfindlicher Proteinstrukturen, daß Frostfällungen als 
Folge der Dehydratisierung eintreten, natürlich eine Zerstörung des 
Strukturgefüges, so daß hier die Denaturierung gewisser Proteine ver- 
bunden ist mit der Zerstörung der Struktur. Es wird schließlich eine 
Frage der Definition sein, ob man die bei einer Entwässerung auf- 
tretende Strukturzerstörung als ‚‚mechanisch‘‘ bedingt betrachten will 
oder nicht. 

Vornehmlich sind in diesem Zusammenhange die Eigenarten der 
Proteine zu betrachten, die durch Frost ausgefällt werden. Alle koagu- 
lierten Proteinkörper besitzen ein so hohes Teilchengewicht, daß sie sich 
bei 28000 g sedimentieren lassen. Weiter enthalten sie einen hohen 
Anteil an Lipoiden und. Kohlenhydraten. Vor allem der Lipoidanteil 
scheint für die Anfälligkeit gegenüber einer Entwässerung wesentlich 
zu sein, wie die leichte Denaturierbarkeit der Fermente der Hill-Reaktion 
und der Photophosphorylierung zeigt. (Beide Fermentsysteme verlieren 
bei Entfernen des Lipoidanteils ihre Aktivität, die allerdings unter be- 
stimmten Bedingungen wieder hergestellt werden kann (vgl. BisHop 
1959). Demgegenüber wird die Cytochromoxydase durch Gefrieren nicht 
irreversibel geschädigt, die Adenosintriphosphatase überhaupt nicht, 
obzwar bei den der frostempfindlichen Fraktion zugehörenden Fer- 
menten zweifellos Löslichkeitsverlust stattfindet. Dieser allein ist also 
in vorliegendem Falle nicht als Kriterium der Denaturierung zu ver- 
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wenden. Allerdings würde auch dann, wenn keine Denaturierung, 
sondern nur eine physikalisch bedingte Aggregation von Proteinteilchen 
als Frostfolge vorliegt, im hochorganisierten Strukturgefüge der Zelle 
Schaden entstehen, der zum Tode führt, wenn keine Wiedereinregu- 
lierung erfolgen kann. Die in vitro stattfindende Frostfällung der frost- 
empfindlichen Fraktion findet ja ihre Parallele in vivo beim Erfrieren 
der Zellen, in denen sich leicht mikroskopisch ,,Frostkoagulate‘‘ beob- 
achten lassen. 

Die Fällung von Proteinen durch Frost stellt also einen recht kompli- 
zierten Vorgang dar, bei dem ein Teil der beteiligten Proteinkörper 
denaturiert, ein Teil lediglich aggregiert wird, wobei der Effekt für die 
Zelle in beiden Fällen auf das gleiche hinausführt. 

Es wurde bereits erwähnt, daß die in vitro zu beobachtende Frost- 
fällung empfindlicher Proteine ihre Parallele in mikroskopisch leicht zu 
beobachtenden Koagulationserscheinungen in der erfrorenen Zelle findet. 
Kann man nun beide Phänomene, die Frostfällung isolierter Proteine 
im Reagenzglas und die in der Zelle, tatsächlich auf dieselben Ursachen 
zurückführen ? Sind sie letztlich identisch? Die Antwort auf diese 
Frage muß natürlich von ganz wesentlicher Bedeutung für die Lösung 
des Frostresistenzproblems sein, da sie entscheidet, ob die in vitro 
erhaltenen Befunde ohne weiteres auf die Verhältnisse in der Pflanze 
übertragen werden können. Auf Grund unserer Befunde, insbesondere 
bei der Untersuchung der Hill-Reaktion und der Photophosphorylierung, 
sind wir der Ansicht, daß eine Frostfällung im Reagensglas — unter 
vereinfachten Bedingungen — tatsächlich die gleiche Frostfällung in 
der Pflanze widerspiegelt. Also sollten die in-vitro-Befunde auf die 
Verhältnisse in der Pflanze übertragbar sein und gültige Aussagen auch 
für das lebende Objekt liefern. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft gebührt wieder für die Unterstützung 
unserer Arbeiten, die dadurch überhaupt erst ermöglicht wurden, unserer besonderer 
Dank. 





Zusammenfassung 


Fermentuntersuchungen an Blättern und Blattextrakten, bei denen 
ein bestimmter Proteinanteil durch Gefrieren ausgefällt wurde, brachten 
folgende Ergebnisse: 

1. Gewisse lösliche Fermente, die durch Zentrifugieren bei 28000 g 
nicht sedimentiert werden können, erfahren durch Gefrieren keine 
Aktivitätsminderung, es sei denn, daß sie bei der Fällung frostempfind- 
licher Proteine mitgerissen werden. 

2. Partikulär gebundene Enzyme oder Enzymsysteme verhalten sich 
bei einer Frostfällung recht unterschiedlich: Adenosintriphosphatase 
läßt trotz Einschluß in das Koagulat keine Änderung der Aktivität 
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erkennen. Cytochromoxydase wird stark gehemmt, jedoch läBt sich die 
Hemmung durch intensives Dispergieren der Fällung weitgehend rück- 
gängig machen. Lediglich die Fermentsysteme der Hill-Reaktion und 
der Photophosphorylierung zeigen nach dem Gefrieren irreversible 
Aktivitätsminderung. 

3. Zucker vermögen, je nach Konzentration, die Aktivitätsverluste 
von empfindlichen Enzymen beim Einfrieren zu verhindern oder weit- 
gehend herabzudrücken. 

4. Ebenso wie in eingefrorenen Blattextrakten verhalten sich die 
untersuchten Fermente in durch Gefrieren abgetöteten und dann un- 
mittelbar aufgearbeiteten Blättern. Es erscheint deshalb eine direkte 
Übertragung der in vitro erarbeiteten Erkenntnisse auf die Pflanze 
erlaubt. 


Summary 

1. Soluble enzymes which do not sediment on the centrifuge at 28000 g and 
are not coagulated by freezing, display little or no loss of activity after freezing. 
Small losses observed in some cases can be explained by inclusion of parts of the 
soluble protein into the coagulate of the frost-sensitive protein fraction. 

2. Particulate enzymes or enzyme systems behave differently. Adenosintri- 
phosphatase shows no change of activity after freezing in spite of inclusion into 
the coagulate of frostsensitive proteins. Cytochromoxidase looses activity, but 
activity is restored, at least partially, upon intense dispersion of the coagulate. 
The enzyme systems of the Hill-reaction and of photophosphorylation show 
irreversible loss of part of their activity after freezing. 

3. Sugars prevent or suppress, according to concentration, losses of activity 
of frost-sensitive enzymes during freezing. 

4. Enzymes obtained immediately after freezing from frost-killed leaves behave 
in the same way as enzymes in frozen extracts of leaves. It therefore seems 
probable that results obtained in vitro directly correspond to the events taking 
place naturally in the plant. 

5. Results are discussed in relation to current theories on frost resistence of 
plants. 
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WACHSTUMSINDUKTION UND WUCHSSTOFFMETABOLISMUS 
IM WEIZENKOLEOPTILZYLINDER 
IV. DIE IDENTIFIZIERUNG EINES STOFFWECHSELPRODUKTES 
DER NAPHTHYL-1-ESSIGSÄURE, DAS MÖGLICHERWEISE BEZIEHUNG 
ZUR WACHSTUMSFÖRDERUNG BESITZT* 
Von 
Hans-DIETER KLÄMBT 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 12. Juli 1961) 


Schon in den vorangegangenen Arbeiten (KLAMBT 1961 a, b, c) habe 
ich darauf hingewiesen, daß es zum Verständnis der Wirkungsweise der 
Streckungswuchsstoffe erforderlich ist, die Reaktionsprodukte zu identi- 
fizieren, die in den Testorganen während entsprechender Inkubation 
gebildet werden. In der vorletzten Arbeit (1960b) konnte ich für die 
Wuchsstoffsäuren das Auftreten von Glucose-Estern nachweisen, die 
jedoch auch Nichtwuchsstoffe wie Anthranilsäure (TABONE u. Mitarb. 
1954) und Benzoesäure (BS) (KLAMBT 1961b) in der Pflanze ergeben. 
Aus diesem Grund wurden die Glucose-Ester zunächst als Entgiftungs- 
produkte angesehen. Ob sie als Wuchsstoffsäure-Ester noch eine zusätz- 
liche Bedeutung besitzen, habe ich in der letzten Arbeit in Zweifel 
gezogen. Es ist aber wahrscheinlich, daß die Wuchsstoff-Glucose-Ester 
neben der primären Entgiftungsfunktion später auch eine gewisse 
Depotfunktion erfüllen, ähnlich wie ich sie für die Indol-3-acetyl- 
asparaginsäure (LAAS) (Krämer 1961a) aufzeigen konnte. Ein bedeut- 
samer Unterschied besteht dabei jedoch zwischen der energiearmen 
Wuchsstoffbindung des Esters und der energiereichen Bindung des 
Säure-Amid-Konjugats. 

Diese bekannten Reaktionsprodukte werden also sowohl von den 
Wuchsstoffsäuren als auch von den Nichtwuchsstoffen gebildet. In der 
letzten Arbeit (KLAMBT 1961c) konnte ich eine Anzahl von Substanzen 
herausstellen, die offenbar nur von den Wuchsstoffen Naphthyl-l-essig- 
säure (NES), Indol-3-essigsäure (IES) und teilweise 2,4-Dichlorphenoxy- 
essigsäure (2,4-D), nicht aber von BS gebildet werden. Es liegt nahe, 
bei diesen Substanzen eine stoffliche Beziehung zur Wachstumsförderung 
zu sehen. Das ist auch der Grund, weshalb diese Reaktionsprodukte 


* Herrn Prof. Dr. WALTER SCHUMACHER zu seinem 60. Geburtstag in Verehrung 
gewidmet. 
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besonderes Interesse beanspruchen. Eine der Substanzen, die mengen- 
mäßig am stärksten auftritt — NY, —, war der Analyse am leichtesten 
zugänglich. 

Material und Methoden 

Als Ausgangsmaterial für die Isolierung des Y,-Derivates der NES benutzte 
ich Weizenkoleoptilzylinder (WKZ) der Weizensorte ,,Carsten VI“. Die Anzucht 
und Aufarbeitung erfolgte nach der früher beschriebenen Methode (KLAMBT 
1961a). Die WKZ wurden 22 Std in 6x 10m NES Lösungen inkubiert, und 
anschließend wurden je 5 WKZ im Abstand von je 5 mm auf die Startlinie eines 
Chromatogramms aufgedrückt. Danach wurde mit Butanol: Ameisensäure: Wasser 
chromatographiert. Die 6x 10m Wuchsstofflösung setzte sich aus !/,, radio- 
aktiver und °/,, nichtmarkierter Wuchsstoffsäure zusammen. Es wurde die gleiche 
radioaktiv markierte NES wie in der letzten Arbeit (Krämer 1961c) verwendet. 
Die um eine Zehnerpotenz verminderte Gesamtaktivität genügte noch, um nach 
zwölftägiger Exposition. brauchbare Autoradiogramme zu erhalten. Mit diesen 
konnte ich die Zonen auf den Chromatogrammen ermitteln, die das Y,-Derivat 
enthielten. Sie wurden ausgeschnitten und auf neues Chromatographierpapier 
genäht. Als zweites Lösungsmittel kam nun Isopropanol: NH,OH: Wasser zur 
Anwendung. Hierzu konnten auch frische Ansätze des Lösungsmittels benutzt 
werden, da das Y,-Derivat der NES durch konzentriertes NH,OH nicht gespalten 
wird (Krämer 1961c). Die Chromatogramme wurden danach erneut 12 Tage 
gegen Röntgenpapier exponiert und der auf dem Autoradiogramm ermittelte 
Y,-Fleck bzw. -Streifen aus dem Chromatogramm herausgeschnitten und mit 
Wasser eluiert. Durch diese zweifache Chromatographie bekam ich die Y,-Substanz 
hinreichend rein. Die Eluate enthielten keine Verunreinigungen durch Kohlen- 
hydrate, Carbonsäuren oder Aminosäuren. Sie wurden im Vakuum bei 30° C zur 
Trockne eingeengt und im Exsiccator über CaCl, bei +5°C bis zur weiteren Ver- 
wendung aufbewahrt. 

Auf diese Art wurden 10000 WKZ nach NES-Inkubation aufgearbeitet, was 
einem Frischgewicht von etwa 30—35 g WKZ-Gewebe entspricht. Sie ergaben 
eine NY,-Ausbeute von insgesamt etwa 2x 10-5M NES-Aquivalent, d.h., das 
NY,-Präparat enthielt etwa 2 x 10° M NES (=3,62 mg NES) in gebundener Form. 
Versuche, die Substanz kristallin zu erhalten, wurden bisher nicht unternommen. 
“ Zur Aufklärung der chemischen Struktur wurde NY, verschiedenen Hydrolysen 
unterworfen, die in den Ergebnissen beschrieben werden. 


Ergebnisse 

Das Autoradiogramm der Abb. 1 veranschaulicht Lage und Konzen- 
trationsverhältnisse der NES-Reaktionsprodukte, die nach zweidimen- 
sionaler Chromatographie von 10 am Startfleck aufgedrückten WKZ 
nach entsprechender Inkubation auftreten. In der letzten Arbeit konnte 
ich zeigen, daß die X,—X,-Derivate der BS, IES und NES durch 
konzentriertes NH,OH bei Zimmertemperatur auf dem Chromato- 
graphierpapier hydrolysierbar sind, während IY, und NY, unverändert 
erhalten bleiben. Dieser Versuch wurde mit dem reinen NY,-Praparat 
wiederholt und ergab das gleiche Ergebnis. 

Wenn auch die Löslichkeitsverhältnisse des IY, und NY, in Äthyl- 
äther, Äthylacetat und n-Butanol sich von jenen der IAAS und NAAS 
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unterscheiden (KLAMBT 1961 c), so liegt doch durch die Ähnlichkeit der 
R,-Werte beider Derivate der IES und NES die Vermutung nahe, daß 
es sich bei den Y,-Derivaten um entsprechende Konjugationsprodukte 
zwischen Wuchsstoffsäure und Aminosäure bzw. Peptide handeln könnte. 
Um diese Annahme zu prüfen, wurde analog zur Eiweißhydrolyse eine 
Probe von NY, in 20%iger HCl im zugeschmolzenen Rohr 24 Std bei 





Abb. 1. Autoradiogramm eines zweidimensionalen Chromatogramms von je 10 am Start- 

fleck aufgedrückten WKZ, die 22 Std in "*C-markierter NES (6 x 10-5 m) inkubiert waren. 

1. Dimension (horizontal): Butanol: Ameisensäure: Wasser. 2. Dimension: Isopropanol: 
NH,OH:Wasser. S Startfleck 


100° C hydrolysiert. Nach Vakuumtrocknung über KOH und anschlie- 
ßendem Lösen des noch geringfügig sauren Rückstandes mit wenig 
Wasser wurde chromatographiert und mit Ninhydrin entwickelt. Es ließ 
sich kein ninhydrinpositiver Fleck nachweisen. Auf Grund dieses 
Ergebnisses konnte ich die eventuelle Beteiligung von Aminosäuren am 
Aufbau des NY,-Molekiils ausschließen. 

In Parallelansätzen ist dann NY, mit n HCl 1 Std bei 100°C im 
geschlossenen Rohr und mit n NaOH 1 Std bei 100° C im nicht zuge- 
schmolzenen Gefäß hydrolysiert worden. Eine entsprechende Probe von 
NY, wurde mit Emulsin 31/, Std bei 32°C inkubiert. Das NaOH- 
Hydrolysat wurde anschließend nach Abkühlung mit HCl angesäuert, 
um die Na-Ionen aus den Na-Salzen der NES und eventuell anderer 
auftretender Säuren zu verdrängen, die bei der Chromatographie in 
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Isopropanol : NH,OH: Wasser niedrigere R,-Werte besitzen als die ent- 
sprechenden undissoziierten Säuren bzw. ihre NH,-Salze (KLAMBT 
1959a). Nach Chromatographie der Hydrolysate in Isopropanol : NH,OH: 
Wasser und anschließender Exposition gegen Röntgenpapier wurde 
ein für jede Hydrolyse gleiches Ergebnis erhalten (Abb. 2). NES und 
NY, dienten als Vergleichssubstanzen. Die Radioaktivität war jeweils 
aus der Position des NY,-Flek- 
kes verschwunden und konnte 
unterhalb der NES — etwa drei 
Vierteldes R,-Wertesfür NES — 
nachgewiesen werden. Jede Art 
der Hydrolyse, die schonenste 
durch Emulsin sowie die durch 
n NaOH und n HCl, ergab 
offenbar die gleiche markierte 
Substanz, die auf Grund des 
R,-Wertes mit NES nicht iden- 
tisch ist. NES wurde in den 
. Versuchen carboxyl-“C mar- 
kiert verwendet, so daß ange- 
nommen werden mußte, daß 
die hydrolytisch entstandene 
7 radioaktive Substanz noch NES 
enthielt. Die Möglichkeit einer 
“ ‘ Decarboxylierung der NES und 
die Ubertragung des radioak- 
tiven C-Atoms auf andere Ver- 

Abb. 2. Autoradiogramm eines Chromato- 


gramms (Lösungsmittel: Isopropanol: NH,OH: bindungen konnte als sehr un- 


Wasser). Von links nach rechts: 1. NY, Ver- wahrscheinlich außer acht ge- 
gleichssubstanz; 2. NY, mit Emulsin 3'/, Std 8 
inkubiert; 3. NES Vergleichssubstanz; 4. NY, lassen werden. 


mit n HCl 1 Std bei 100°C hydrolysiert Durch die Emulsinspaltung 
war gezeigt, daß eine ß-glyko- 

sidische Bindung vorliegen mußte. Die Entwicklung der Chromatogramme 
mit Anilin-Phthalsäure war auch positiv, und der R,-Wert-Vergleich mit 
einigen Kohlenhydraten in verschiedenen Lösungsmittelsystemen ergab 
eindeutig den Nachweis der Glucose als Hydrolysenprodukt. Glucose 
konnte als einziges Kohlenhydrat ebenfalls nach n NaOH- und n HCI- 
Hydrolyse nachgewiesen werden. Aus den Hydrolysenergebnissen der 
Glucose-Ester (KLAMBT 1961 b) ist bekannt, daß diese Ester durch konz. 
NH,OH quantitativ spaltbar sind. Eine Esterbindung kam folglich 
für die NY,-Substanz nicht in Frage. Berücksichtigt man einerseits 
ihren recht geringen R,-Wert in Isopropanol: NH,OH: Wasser und an- 
dererseits ihre Löslichkeit in organischen Lösungsmitteln, so mußte für 
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NY, eine saure und relativ hydrophile Substanz gefordert werden. Die 
Hydrophilie ist durch die Glucose gegeben, während die saure Natur 
möglicherweise von dem freien Säurerest der NES stammen konnte. 
Die glykosidische Bindung mußte zwischen dem Halbacetal der Glucose 
in ß-Stellung und einer phe- 

nolischen Hydroxylgruppe 

vorliegen, weil die fermenta- alles 
tive Spaltung von NY, die | 
gleichen Reaktionspartner wie 

die der sauren und alkalischen 

Hydrolyse ergaben, nämlich 

Glucose und eine zunächst un- 

bekannte NES-haltige Sub- 

stanz. Die daraufhin angewen- 

dete Farbreaktion mit dia- da 

zotierter Sulfanilsäure (DSS) My, 

ergab für das radioaktive 

Hydrolysenprodukt eine posi- 

tive, rotviolett bis grauvio- 

lette Farbreaktion. Damit war 

zunächst bewiesen, daß NY, 

eine ringhydroxylierte NES HOBWES 

(HO-NES) enthält. Ein zu- : 

sätzlicher Beweis, daß die 

phenolische OH-Gruppe Pß- 

glykosidisch gebunden ist, 

kann darin gesehen werden, 

daß NY, mit DSS nur nach Mis 

starker Erwärmung eine æ 

schwache Farbreaktion er- 

gibt. Diese ist auf Spuren a b 

von HCl im DSS-Präparat Abb. 3a u. b. Autoradiogramme von zwei 

2 ‘a À u Chromatogrammen mit NY, vor und nach 
zurückzuführen, die bei Er- Emulsin-Inkubation. a Lösungsmittel: Isopropa- 
wärmung NY, teilweise hydro- nol:NH,OH: ne nr un 
lysieren. 

Aus dem Vergleich der R,-Werte der HO-NES in den Lösungsmitteln 
meiner zweidimensionalen Trennungen — Butanol: Ameisensäure: Was- 
ser und Isopropanol : NH,OH: Wasser (Abb. 3) — und der Farbreaktion 
erweist sich die NZ-Substanz (KLämgr 1961c) mit der HO-NES iden- 
tisch. Damit besitzt der Nachweis der 2HO-IES (Krämer 1959b, 
1961 a, c) nach IES-Inkubationen eine Parallele im Auftreten von HO- 
NES nach NES-Inkubation. Die Frage nach der Stellung der Hydroxyl- 
gruppe am Ringsystem war am einfachsten über den Vergleich mit 
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synthetischen hydroxylierten Naphthylessigsäuren zu lôsen. Dabei be- 
nutzte ich die Darstellungsmethode von GRIEHL (1947). Die Prüfung 
der 2HO-1NES lag zunächst am nächsten. In Gegenwart von Essig- 
säureanhydrid dehydrierte ich B-Naphthol mit KMnO, und erhielt die 
gewünschte 2HO-INES. Die Analysensubstanz ließ sich jedoch nicht 
als diese hydroxylierte Substanz identifizieren. Die R,-Werte unter- 
schieden sich in verschiedenen Lösungsmitteln geringfügig, während ein 
Farbunterschied zwischen beiden Substanzen deutlich hervortrat. Die 
HO-NES aus WKZ ergibt mit DSS eine rotviolette bis grauviolette 
Farbreaktion, und synthetische 2HO-1NES färbt sich gelb-orange an. 
Die in zweier Stellung ortho-hydroxylierte INES kann folglich nicht 
vorliegen. Sollte aber eine Beziehung zwischen der Bildung der 2HO- 
IES und der HO-NES bestehen, so konnte angenommen werden, daß 
sich die Hydroxylgruppe am 8. C-Atom des Naphthalins befindet, da 
die peri-Stellung —1,8 Stellung im Naphthalin sich wie eine ortho- 
Stellung im Benzolkern verhält (KARRER 1958). Ein Vergleich der 
beiden 1- und 2-Naphthole ergab in ihrer Farbreaktion mit DSS ganz 
ähnliche Farbunterschiede, wie sie zwischen der HO-NES aus WKZ und 
der 2HO-1 NES bestehen. 

Ein Versuch, SHO-1NES darzustellen, führte offenbar nur zu 
1HO-2NES. Ich benutzte dabei die gleiche Darstellungsmethode und 
ging von 1-Naphthol aus. Der R,-Wert-Unterschied zwischen 1HO- 
2NES und der HO-NES aus WKZ war nur geringfügig, jedoch differier- 
ten ihre Farbreaktionen mit DSS deutlich zwischen rot-rotviolett und 
rotviolett-grauviolett. Wenn aber 2HO-1NES in der Pflanze nach 
NES-Inkubation nicht nachgewiesen werden kann, so bleibt neben 
vielen anderen Möglichkeiten die Hydroxylierung am 8. C-Atom die 
wahrscheinlichste. 


Diskussion 


Die vorliegende Arbeit bringt den Nachweis einer hydroxylierten 
Naphthylessigsäure (HO-NES) — höchstwahrscheinlich 8HO-1 NES — 
und ihrer glykosidischen Bindung mit Glucose (I). 


CH,0H CH,OH y 
| 0 CH,-COOH 0 HOOC: H,C——— | 
HY ee | EL. ve | 
/H À PA YH \ \v\V 
OH H/ | \ OH H 4 E 
H0 \ | A See 
H OH H OH 
I II 


Schon früher habe ich die 2-Hydroxy-Indol-3-essigsäure (KLAMBT 
1959b) beschrieben, fiir die das entsprechende Glykosid (II) gefordert 
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werden muß. Das Vorkommen dieser Glykoside, die eine Oxydation 
der Wuchsstoffmoleküle am aromatischen Ring zur Voraussetzung haben, 
eröffnet eine Fülle von Reaktionsmöglichkeiten im Zellstoffwechsel. 
Nachdem ich zeigen konnte (KLAMBT 1961 c), daß Benzoesäure offenbar 
kein entsprechendes Derivat bildet, und bisher auch der Versuch, Salieyl- 
säure oder eine andere hydroxylierte Benzoesäure nachzuweisen, miß- 
lang, scheint die Oxydation der untersuchten Wuchsstoffsäuren in 
ortho- bzw. peri-Stellung am aromatischen Ring für diese spezifisch zu 
sein. Diese Reaktion könnte daher zur Wachstumsförderung eine engere 
Beziehung besitzen. 

Haxscx und Murr (1950), Foster u. Mitarb. (1952) und Muir und 
Haxscx (1953) haben auf Grund systematischer Untersuchungen mit 
synthetischen Streckungswuchsstoffen eine Wirkungstheorie der Wuchs- 
stoffe formuliert, die ‚two point of attachment‘‘-Theorie, die zwei 
reaktive Bindungen fordert: an der Carboxylgruppe und am C-Atom 
in ortho-Stellung am aromatischen Ring, das mit einer Sulfhydrylgruppe 
zur Reaktion kommen soll. Sie gingen von der Annahme einer Eiweiß- 
bindung aus und vermuteten einerseits eine Säureamidbindung zwischen 
der Säuregruppe des Wuchsstoffes und der Aminogruppe einer Amino- 
säure am Eiweiß- oder Peptidmolekül und andererseits eine Reaktion 
der SH-Gruppe des Cysteinrestes mit dem C-Atom des aromatischen 
Ringes des Wuchsstoffes in ortho-Stellung. Wenn mir auch manches 
für die Zweipunkt-Theorie der Wuchsstoffwirkung zu sprechen scheint, 
so habe ich doch keine Beweise für die entwickelte Vorstellung. Der 
Nachweis der Y,-Derivate und der hydroxylierten IES und NES spricht 
gegen die geforderte Reaktionsmöglichkeit, da es sehr unwahrscheinlich 
ist, daß Säure-Amid-Bindungen so schnell und in so großem Umfang 
wieder gespalten werden können. Inkubationen von WKZ in IAAS- 
Lösungen (KLAMBT 1961 a) zeigen nur sehr geringe nachweisbare Mengen 
von IES in den WKZ, die aus Spaltung einer derartigen Säure-Amid- 
Bindung stammen müssen. Für die von Foster u. Mitarb. (1952) 
und von Muir und Hanscu (1953) geforderte Reaktion des C-Atoms 
in ortho-Stellung am aromatischen Ring scheint der Nachweis des 
Glucosids der HO-NES — Formel I — zu sprechen. In Diskussionen über 
die Vorstellungen der Wuchsstoffwirkung (VELDSTRA 1953, Aupus 
1959) wurde dieser Zweipunkt-Theorie heftig widersprochen, da einige 
diortho substituierte aromatische Säuren Wuchsstoffcharakter besitzen. 
Dieser Theorie wurden zwei weitere gegenübergestellt: 1. die Dreipunkt- 
Theorie von Warn (1949) und SmITH und Warn (1952) und 2. die Theorie 
von VELDSTRA (1944, 1953), die ein ausgeglichenes Verhältnis des hydro- 
philen aliphatischen und des lipophilen aromatischen Anteils fordert. Der 
polare hydrophile Teil soll sich aus der Ebene des aromatischen Ringes 
herausheben. Die Dreipunkt-Theorie ist allgemeiner gefaßt. Sie 
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verlangt neben der Carboxylgruppe ein ungesättigtes Ringsystem und ein 
räumlich zwischen beiden gelagertes «-Wasserstoffatom. Es ist zu früh, 
diese Theorien gegeneinander abzuwägen, da das Untersuchungsmaterial 
zu klein ist und die Diskussion ins rein Spekulative übergehen müßte. 
Die vorliegenden Versuchsergebnisse führten mich zu der Annahme, 
daß das reaktive C-Atom im aromatischen Ring zwar nicht unbedingt 
in ortho-Stellung, zumindest aber in einer räumlichen Beziehung zur 
Carboxylgruppe stehen muß. Für Wuchsstoffe mit der Essigsäure als 
aliphatischem Rest ist aus diesen Gründen sicher das C-Atom in ortho- 
bzw. peri-Stellung für die Reaktion notwendig. Für substituierte 
Benzoesäuren kommen dafür möglicherweise nur die in meta- oder para- 
Stellung in Frage. Sollte sich diese Anschauung durch das Experiment 
bestätigen lassen, so würde die Vorstellung von VELDSTRA mit einer 
allgemeiner gefaßten Zweipunkt-Theorie zusammenfließen. 

‘ Eine Möglichkeit, die Oxydation des aromatischen Ringes zu deuten, 
habe ich bereits früher (KLAMBT 1959b) im Zusammenhang mit dem 
Nachweis der 2 HO-IES erwähnt. Sie verläuft entweder als B-Oxydation, 
wobei fraglich ist, ob eine Wasseranlagerung an Ringdoppelbindungen 
überhaupt möglich ist, oder über spezielle Hydroxylasen. Während der 
erste Oxydationsweg 2H über DPN und somit 3ATP ergeben würde, 
wäre für den letzten TPNH als H-Donator notwendig, so daß man dabei 
keinen Energiegewinn erhalten würde. MARR£ und Forri (1958) konnten 
nach Wuchsstoffgaben einen Anstieg von — P nachweisen, das im wesent- 
lichen auf eine Vermehrung von ATP zurückzugehen scheint. Nach 
30 min Inkubation erreicht es ein Maximum. Ob diese Daten in der 
Ringoxydation der Wuchsstoffmoleküle ihre Ursache haben, muß experi- 
mentell geprüft werden. 

In dieser Oxydation ist freilich nur eine Vorbereitung der Wuchsstoffe 
für ihre Wirkung zu sehen. Ob die Wuchsstoff-Glucoside — Formel I 
und II — die wirkungsaktiven Substanzen oder nur Teile davon dar- 
stellen, ist heute noch nicht entschieden. Es wäre aber auch denkbar, 
daß es sich um Entgiftungsprodukte analog zum Glucose-Ester der 
Wuchsstoffe handelt. Offenbar sind höher molekulare wuchsstoffent- 
haltende Substanzen — Y, bis Y, — vorhanden, während entsprechende 
Verbindungen der Benzoesäure (BS) fehlen. Man kann also annehmen, 
daß die Wuchsstoff-Glucoside entweder nur Teilmoleküle eines letzlich 
wirksamen Stoffes darstellen oder Entgiftungsfunktionen besitzen. Für 
diese Entgiftung müßte allerdings gefordert werden, daß die freie 
Säuregruppe der Wuchsstoffe im Y,-Derivat abgebunden wird. Sie wäre 
durch eine Esterbindung mit einer Hydroxylgruppe der Glucose mög- 
lich. Es ist aber auch denkbar, daß die Glucoside eine Rolle in der 
Bereitstellung der Glucose als Zellwandmaterial besitzen. Eine solche 
Möglichkeit habe ich schon einmal für die Wuchsstoff-Glucose-Ester 
diskutiert (KLAMBT 1961 b, e). 
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Das Auftreten der Y,-Derivate stimmt mit dem der Asparaginsäure- 
Konjugate überein. Man kann daher annehmen, daß die Bildung der 
Y,-Derivate ähnlich wie die der Asparaginsäure-Konjugate energie- 
abhängig ist. Mit zunehmender Erhöhung der Wuchsstoffkonzentration 
über jene, die eine maximale Förderung des WKZ-Wachstums auslöst, 
wird das Wachstum vermindert und schließlich völlig gehemmt. Damit 
geht die Abnahme der Y,-Substanz parallel und stimmt mit der der 
IAAS völlig überein (KLAMBT 1961a). Das würde bedeuten, daß die 
Ringoxydation des Wuchsstoffmoleküls möglicherweise in seiner Bindung 
an Co-Enzym A erfolgt. Die Bildung der Glucose-Ester, die natürlich 
ebenfalls in diesem Bereich abnimmt, erfährt jedoch keine derartige 
Depression. Dies spricht für die energieärmere Esterbindung. 

Kürzlich hat ENGELBRECHT (1961) berichtet, daß IES auf Tabak- 
blättern ähnlich wie Kinetin wirkt, d.h. sie erhöht die Akkumulations- 
fähigkeit der Blätter für Aminosäuren, Kohlenhydraten usw. (vgl. auch 
YAKUSCHKINA u. Mitarb. 1956), und daraus resultiert eine Blattver- 
jüngung (MoTHEs 1960). ENGELBRECHT konnte darüber hinaus zeigen, 
daß Stoffwechselprodukte der IES, die während der Behandlung im 
Tabakblatt entstehen, eine zum Teil stärkere Wirkung besitzen als IES 
selbst. Sie chromatographierte die Extrakte in Isopropanol: NH,OH: 
Wasser und erhielt drei Fraktionen. Jene mit der bemerkenswert hohen 
Aktivität enthält nach der Lage auf dem Chromatogramm IAAS, IY, 
und alle übrigen, bisher nicht identifizierten Y-Derivate. Es ist wahr- 
scheinlich, daß die Zellstreckung und die Zellerhaltung gleiche oder doch 
sehr ähnliche, wirkungsaktive Stoffe benötigen, da wohl beide eine 
Akkumulationsfähigkeit zur Voraussetzung haben. 


Zusammenfassung 


Die vorliegende Arbeit bemüht sich um die Identifizierung eines 
Reaktionsproduktes der Naphthyl-l-essigsäure (NES) — NY, — das 
in Weizenkoleoptilzylindern (WKZ) nach NES Inkubation gebildet wird. 
Ein entsprechendes Reaktionsprodukt der Benzoesäure konnte nicht 
nachgewiesen werden (KLAMBT 1961 c). 

1. Das Y,-Derivat der NES stellt ein Glucosid dar, das sich B-glyko- 
sidisch spalten läßt. Dabei entsteht im molaren Verhältnis Bd-Glucose 
und eine ringhydroxylierte Wuchsstoffsäure. Die phenolische OH-Gruppe 
ist B-glykosidisch gebunden. Das Molekül besitzt also die freie Säure- 
gruppe des Wuchsstoffes. 

* 2. Synthetische 2-Hydroxy-Naphthyl-l-essigsäure konnte nicht mit 
der hydroxylierten NES aus NY, identifiziert werden. Durch zusätz- 
liche Kriterien konnte wahrscheinlich gemacht werden, daß es sich dabei 
um 8-Hydroxy-Naphthyl-l-essigsäure (8 HO-1 NES) handeln muß. 

3. Die früher gefundene NZ-Substanz, die regelmäßig nach NES- 
Inkubation in WKZ auftritt, ist die freie ,,8HO-1 NES“. 
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4. Die Ring-Oxydation in ortho- bzw. in peri-Stellung, in der eine 
Vorbereitung des Wuchsstoffmoleküls für eine spezifische Wuchsstoff- 
wirkung gesehen werden kann, stützt offensichtlich die ‚two point 
attachment‘“‘-Theorie der Wuchsstoffwirkung von Murr und Hanscu 
(1953). 

5. Die physiologische Rolle der Wuchsstoffglucoside ist wie die der 
freien ringhydroxylierten Wuchsstoffe noch ungeklärt. Die Glucoside 
könnten Entgiftungsprodukte, aber auch Teilmoleküle eines wirkungs- 
aktiven Stoffes sein. Sie können ferner eine Bedeutung als Glucose- 
Überträger für die Cellulosesynthese besitzen. 


Fräulein Inarıp BLECHSCHMIDT danke ich für ihre sorgfältige Arbeit, der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft für die gewährte Sachbeihilfe. 
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ZUR SAUERSTOFFABHÄNGIGKEIT DES TRANSPORTES 
IN DEN SIEBRÖHREN* 


Von 
WOLFRAM ULLRICH 
Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. Juli 1961) 


Einleitung und Problemstellung 


Noch immer stehen sich bei der Deutung des Stofftransportes in den 
Siebröhren eine Reihe verschiedener Theorien gegenüber, von denen die 
inzwischen erheblich modifizierte Druck- bzw. Lösungsstromtheorie von 
Münc# (1930, 1943) und Huser u. a. (1958) und die eines aktiven, einer 
beschleunigten Diffusion vergleichbaren Transportes von Mason u.a. 
(1928, 1937, 1941) sowie SCHUMACHER (1933, 1937, 1947) hier in erster 
Linie erwähnt seien. Trotz verschiedener Versuche in neuerer Zeit, 
einen Kompromiß oder Ausweg zu finden, fehlt bislang eine allgemein 
überzeugende Lösung. Eines ist diesen Theorien aber heute, nachdem 
die ursprüngliche Auffassung eines rein mechanischen Druckstromes 
abgeändert worden ist, mehr oder weniger gemeinsam, nämlich die An- 
nahme eines Energieverbrauches im Phloemgewebe beim Transport, 
nach der einen Theorie nur für die Anreicherung der Stoffe und die 
Aufrechterhaltung des Druckgefälles in den Siebröhren (BAUER 1953, 
ZIEGLER 1956, Huser 1958, ZIMMERMANN 1957a, b, 1958a, b), nach 
der anderen auch für den Mechanismus des Längstransportes selbst, was 
allerdings bisher allein durch die Versuche von WILLENBRINK (1957) 
mit Atmungsgiften experimentell sicher gestützt wird. Der tatsächliche 
Energiebedarf wird recht verschieden beurteilt und war bisher noch 
nicht direkten Experimenten zugänglich. Neuerdings hat CANNY (1960) 
nach Verfütterung von “CO, an Vitis-Blätter den Verlust an radio- 
aktivem Transportzucker in Form von CO,-Ausscheidung des Blatt- 
stieles gemessen. Seiner Rechnung nach würde die Energie der auf dem 
Wege veratmeten Saccharose ohne erheblichen Konzentrationsabfall 
drei- bis vierfach zur Unterhaltung eines aktiven Transportes aus- 
reichen, den er sich mit Curtis (1929) und PALMquIsT (1938) an eine 
Plasmaströmung gekoppelt vorstellt. CANNY glaubt so auch die Konzen- 
trationsgradienten in ZIMMERMANNs Versuchen erklären zu können, 


* Teilabdruck einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultät der Universität Bonn. 
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doch liegen für die von ihm geforderte Plasmaströmung kaum Beob- 
achtungen vor (bei Cucurbita SmarL 1939). Welche Stoffwechsel- 
vorgänge diese Energien freilegen können, ist nur zum Teil bekannt; 
der Gedanke an die verbreiteten Atmungstypen liegt natürlich nahe. 

Tatsächlich gelang WILLENBRINK erstmals der eindeutige Nachweis, 
daß spezifische Atmungsgifte auch lokalisiert und reversibel die Durch- 
wanderung von verschiedenen Stoffen im Phloem hemmen können, was 
bisher nur am unübersichtlichen System ganzer Pflanzen beobachtet 
worden war (MooRE u. WILLIAMAN 1917) und das Bestehen eines ein- 
fachen Druckstromes in besonderem Maße in Frage stellt. 

Daß das Plasma der Siebröhren selbst mit an den Stoffwechsel- 
vorgängen beteiligt ist, auch wenn diese nur der Erhaltung der Fein- 
strukturen dienen sollten, wie sie im Elektronenmikroskop in jüngster 
Zeit beobachtet worden sind (Buvat 1960, KoLLMANN 1960), läßt sich 
aus dem Nachweis der Mitochondrien in ihm ableiten. Siebröhrenmito- 
chondrien fand zuerst auf lichtoptischem Wege MoGivern (1957), später 
folgten elektronenmikroskopische Belege von SCHUMACHER u. KOLL- 
MANN (1959), BEER (1959), Buvat (1960) und KoLLMANN (1960). 

ZIEGLERs Bedenken (1960 b) wegen der guten Erhaltung der Mitochondrien von 
Passiflora bei SCHUMACHER u. KOLLMANN, die er selbst bei Heracleum nur für ganz 
junge Siebzellen bestätigte (1960a), erscheinen dem wenig bedeutsam, der die 
Siebröhren von Passiflora beim Fluoresceintransport und ihren Entwicklungs- 
zustand dabei beobachtet hat. Von zu jungen Siebröhren kann bei so deutlichen 
Kalloseablagerungen und nach dem Zerfall der Kerne nicht gesprochen werden. 
Vermutlich war für den negativen Ausfall der Versuche ZIEGLERs die Güte der 
Fixierung entscheidend. Aus einem Vorhandensein der Mitochondrien allein läßt 
sich natürlich noch nicht mit Sicherheit auf ein bestimmtes Atmungs- und Stoff- 
wechselsystem schließen, wie Untersuchungen der Fermentaktivitäten von Mito- 
chondrien verschiedener Organe vor allem an Tieren lehren, aus denen der große 
Unterschied in der Funktion dieser Organelle sehr deutlich hervorgeht (FELIx, 
DEcKER u. RoKA 1953). 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, in dieses Problem des 
Zusammenhanges zwischen dem Transport in den Siebröhren und ge- 
wissen Stoffwechselvorgängen, insbesondere von Atmung und Gärung, 
weiter einzudringen. 

Die Literaturzitate der Arbeit beziehen sich meist nur auf neuere Veröffent- 
lichungen, für die älteren sei auf die ebenfalls zitierten Sammelreferate verwiesen. 

Die Experimente der Arbeit wurden in den Jahren 1957—1960 im Botanischen 
Institut der Universität Bonn durchgeführt. Meinem verehrten Lehrer, Herrn 
Prof. SCHUMACHER, sei an dieser Stelle für die Überlassung des Themas und für die 
Betreuung der Arbeit verbindlichst gedankt. 


I. Zum Einfluß des Sauerstoffentzuges auf den Fluoresceintransport 

Um die Frage nach dem Sauerstoffbedarf, die ja für die Klärung der 
Energieverhältnisse des Transportmechanismus von grundlegender Be- 
deutung sein muß und die schon von WILLENBRINK (1957) angeschnitten 
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wurde, weiterzuführen, galt es zunächst, die Möglichkeit einer Sauerstoff- 
versorgung der bezeichnenderweise fast stets intercellularenfreien 
Bündel in radialer Richtung durch das Nervenparenchym sowie die 
Frage eines Sauerstofftransportes in den Siebröhren selbst näher zu 
untersuchen. Deshalb wurde zuerst eine Reihe von Versuchen mit 
Stickstoffatmosphäre am Blattstiel nach WILLENBRINKs Anordnung und 
danach eine solche mit Sauerstoffentzug an der Blattspreite als dem 
normalen Ausgangspunkt der Stoffwanderung durchgeführt. Als Objekt 
diente für diese Versuche Pelargonium zonale. 


Methodik. Da der handelsübliche Flaschenstickstoff noch bis zu einigen Pro- 
zent Sauerstoff enthält, konnte er für einwandfreie Versuche nicht direkt Ver- 
wendung finden, sondern mußte 
einer besonderen Reinigung un- 
terworfen werden. Absorber- 
waschflaschen reichen wegen der 
in ihnen entstehenden großen 
Gasblasen und ihrer geringen 
Kapazität nicht aus; daher 
wurde folgende Apparatur zu- 
sammengestellt: Der Flaschen- 
stickstoff wurde zunächst durch 
einen Blasenzähler, dann durch 
ein Steigrohr von unten in ein 
großes Absorptionsrohr gedrückt, 
das bei etwa 60cm Höhe und 


Abb. 1. Anordnung der Blattspreitenversuche bei 5cm Durchmesser 1—1,2 Liter 


Pelargonium zonale. K Ansatzstell = - R 
‘aos Katee batees =n" Lésung faBte, und in dem eine 


eingeschmolzene Fritte (Schott 

G3) fiir feine Verteilung des Gases 
sorgte. Zur Befreiung von mitgerissener Lauge wurde der Stickstoff durch eine zweite 
Fritte mit einer nur wenige Zentimetern hohen Wasserschicht und zuletzt durch 
eine Waschflasche geleitet, bevor er in die Versuchskammern gelangte. Glashähne 
schiitzten vor dem Zurücksteigen der Lösungen nach Ab- oder Umschalten der 
Apparatur. Zur Absorption des Sauerstoffes diente eine Lésung von 100 g Natrium- 
dithionit, 60 g Natriumhydroxyd und 5g Natrium-Anthrachinon-B-sulfonat (als 
Katalysator und Indicator zugleich) in 1 Liter Wasser. 

Für die Versuche an den Blattstielen von Pelargonium wurden ähnlich wie bei 
WILLENBRINK 5 cm lange und 3,5cm dicke Glasrohrstücke und halbierte ver- 
kiirzte Gummistopfen mit kleinen Aussparungen fiir den Blattstiel hergestellt, die 
sich einigermaBen dicht, wenn auch nicht vakuumdicht, abschlieBen lassen. Um 
eine Sauerstoffzufuhr durch das intercellularenreiche Parenchymgewebe zu ver- 
meiden, mußten noch die Zentralleitbündel der Blattstiele auf 4 cm Strecke frei- 
präpariert werden. Dies erfolgte nach der Methode von SCHUMACHER (1930) und 
WILLENBRINK (1957), die nach einiger Übung als gesichert gelten kann. 

Für die Anaerobioseversuche an der Blattspreite dagegen wurden 0,5 Liter- 
Kulturflaschen aus Jenaer Glas verwendet (Abb. 1). Da hier für die Abdichtung 
mit den Gummistopfen ein größeres Stück des Blattstieles zur Verfügung stand, 
wurden diese länger gelassen und nur mit kleinen Kerben versehen. Bei einiger Übung 
ließ sich so der Blattstiel vakuumdicht einspannen. Als Zu- und Ableitung trug 
jede Stopfenhälfte noch ein Glasrohr mit Hahn; das Zuleitungsrohr mußte dabei 
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bis an den Boden des Gefäßes reichen, um eine gute Stickstoffdurchspülung zu 
sichern, während die Ableitung direkt am Stopfen mündete. Zu Beginn eines jeden 
Spreitenversuches wurde die Apparatur samt allen Leitungsschläuchen mit Stick- 
stoff gründlich durchspült; währenddessen wurde das Blatt an den Nerven mit 
Fluorescein behandelt und in die Kammer eingebaut. Nach Verschluß der Kammer 
wurde der Stickstoffstrom umgeleitet, die Kammer mit einer Wasserstrahlpumpe 
evakuiert, mit Stickstoff aufgefüllt bis eine deutliche Stauung Überdruck anzeigte, 
nochmals evakuiert, erneut aufgefüllt und schließlich ein leichter Blasenstrom von 
Stickstoff bis zum Ende des Versuches durchgeleitet. Obwohl das Gas von Sauer- 
stoff und Kohlendioxyd frei war, wurden alle Versuche im Dunkeln durchgeführt, 
um eine assimilatorische Sauerstoffproduktion im Gewebe zu vermeiden. Eine 
Änderung des Fluoresceintransportes durch Dunkelheit ist bei Pelargonium nach 
SCHUMACHER (1933) nicht zu erwarten, zumal wenn Versuch und Kontrolle den 
gleichen Bedingungen unterworfen sind. 

Als Transportstoff diente trotz gewisser Bedenken, die verschiedentlich er- 
hoben werden, Fluoresceinnatrium, was nach WILLENBRINKs gelungenen Hemm- 
versuchen und Vergleichen mit P, N und “C durchaus gerechtfertigt erscheint; 
wegen seinerleichten Handhabung und seines einfachen Nachweises ist dieser Farbstoff 
für neue Versuchsanstellungen und größere Versuchsserien sogar vorgezogen worden. 

Die Einführung des Fluoresceins in 0,1%iger Lösung erfolgte nach dem Ver- 
fahren von WILLENBRINK mit Hilfe von Watteflocken an den angeschabten Blatt- 
nerven, die mit Leukoplast gegen Austrocknung geschützt wurden. Spätestens 
eine halbe Stunde danach standen die Blätter endgültig im reinen Stickstoffstrom, 
so daß die Wanderung selbst unter völlig anaeroben Bedingungen ablaufen mußte. 
Erfahrungsgemäß ist mindestens eine so lange Zeit (bis zu mehreren Stunden) für 
das Eindringen des Farbstoffes in die Leitbahn anzusetzen. 

Als Kontrollen erwiesen sich besonders in Zeiten geringerer Transportbereit- 
schaft Blätter anderer Knoten der Pflanze wenig zuverlässig. Deshalb wurden 
außer bei den Blattstielversuchen mit Stickstoff alle Kontrollen und Versuche an 
Blattpaaren jeweils desselben Knotens angesetzt. Solche Blattpaare entstehen bei 
Pelargonium nur direkt oberhalb von Blütenknospen, so daß Blühbereitschaft auch 
bei den etwas vergeilt gezogenen Versuchspflanzen ständige Vorbedingung für aus- 
reichendes Material war. Konstante Temperaturen konnten nur in einem Teil der 
Fälle eingehalten werden, da die Pflanzen in einem Gewächshaus kultiviert wurden; 
Anzuchtversuche in Klimakammern brachten nicht den gewünschten Erfolg, da 
Pelargonium auf mancherlei Außenfaktoren wie auch Spuren von Chemikalien und 
Leuchtgas sehr empfindlich und in unvorhersehbarer Weise reagiert. Obwohl also 
die Versuche selbst in einem gleichmäßig temperierten Laborraum stattfanden, 
konnte die Vorbehandlung der Pflanzen nicht völlig konstant gehalten werden. Der 
Vergleich innerhalb einzelner Blattpaare hebt jedoch derartige Fehler wieder auf, 

Wo nicht zur Prüfung auf mechanische Schädigungen durch die Versuchs- 
anordnung erforderlich, wurden die Kontrol!blätter unpräpariert gelassen, um die 
Gefahr zusätzlicher Störungen durch mißlungene Präparationen nicht weiter zu 
erhöhen. Transportveränderungen waren so nicht zu beobachten. 

Zur Kontrolle der Fluoresceinwanderung, meist 8—10 Std nach der Applikation, 
diente die Untersuchung frisch hergestellter Längsschnitte im Fluorescenzmikro- 
skop. Eine Osram- Quecksilberhochdrucklampe (HBO 74) lieferte das UV-Licht, 
gefiltert wurde mit BG 12 als Vor- und OG 5 als Ocularfilter. Für die verschiedenen 
Transportintensitäten des Fluoresceins wurde eine Schätzwerteskala aufgestellt 
(von 0—6 ansteigend, so daß die höchsten Werte der stärksten Fluorescenz und 
damit auch dem stärksten Transport entsprachen). Die Differenzen der Schätzwerte 
zwischen Versuch und Kontrolle lieferten in den meisten Fällen die Ergebnisse. 
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Ergebnisse. Stickstoffatmosphäre am freigelegten Blattstielbündel 
hatte bei WILLENBRINKs Versuchen keine Transporthemmung zur Folge, 
auch wenn der Stickstoff bereits 24 Std zuvor das Leitbündel umspülte. 
Von den 18 Versuchen, die hier zur nochmaligen Überprüfung von W1L- 
LENBRINKs Ergebnissen angestellt wurden, fielen zwei wegen mangelnder 
Transportdisposition der Versuchspflanzen aus, vier deuteten zunächst 
auf eine gewisse Hemmung hin, doch waren zwei davon mechanischer 
Schädigung des Bündels durch die Präparation verdächtig. Da die 
übrigen zwölf Versuchsblattstiele normal transportierten bzw. zum Teil 
sogar die Kontrolle übertrafen, können WILLENBRINKs Befunde als gut 
bestätigt angesehen werden. Die Dauer der Stickstoffvorbehandlung 
betrug in meinen Versuchen im allgemeinen nur 3 Std. Der zwar kurz- 
zeitige, aber vollständige Sauerstoffentzug auf einer begrenzten Strecke 
konnte demnach die Durchwanderung dieser Leitbiindelstrecke nicht 
beeinträchtigen. 

Für die Stickstoffversuche an der Blattspreite mußten zunächst einige 
Vorproben zeigen, daß den Blättern und Blattstielen die geschilderte 
Methodik nicht abträglich war, vor allem das stramme Einspannen 
zwischen die Gummistopfen und das Vakuum der Wasserstrahlpumpe. 

Beides erwies sich tatsächlich als unschädlich, doch wurden anfangs durch 
Ungeschicklichkeit zuweilen Stauchungen und Knicke an den Blattstielen ver- 
ursacht. Die Kontrollblätter blieben bei den folgenden Versuchen unbehandelt. 
Während vor die Blattstielversuche eine Stickstoffbegasung lückenlos vorgeschaltet 
werden konnte, war dies für die Spreitenversuche durch die technischen Möglich- 
keiten verwehrt, da die Applikation von Fluorescein an die Nerven einige Sorgfalt 
erforderte und daher nicht in das anaerobe Milieu verlegt werden konnte. Es blieb 
also nur übrig, die Blätter nach der Fluoresceinzugabe so schnell als möglich zu 
evakuieren und in der erwähnten Weise mit gereinigtem Stickstoff zu umgeben. 
Beeinträchtigungen der Ergebnisse hierdurch sind nicht zu erwarten, da erfahrungs- 
gemäß bis zum Eintritt des Farbstoffes in die Siebröhren eine halbe bis mehrere 
Stunden vergehen. Eine Vorbehandlung der Blattspreite mit Stickstoff wurde nur 
in Einzelfällen etwa 12 Std lang durchgeführt, mußte aber natürlich für den 
Fluoresceinbehandlungsvorgang kurz unterbrochen werden. Eine Änderung der 
Ergebnisse wurde dabei nicht bemerkt. Auch Hungervorbehandlung durch mehr- 
tägiges Einstellen der Pflanzen in den dunklen Versuchsraum bei etwa 20° C wurde 
in einigen Versuchen ohne erkennbaren Erfolg geprüft. 

Eine erste Versuchsgruppe ohne Vorbehandlung enthielt nur sieben 
auswertbare Versuche, in vieren davon transportierte die Kontrolle 
besser als das Versuchsblatt. Die damit zunächst angedeutete schwache 
Hemmung blieb in der zweiten Serie jedoch völlig aus. Hier waren 
22 Versuche von allen mitunter auftretenden Störungen durch Fluores- 
ceinübertritt in Xylem oder Parenchym frei und daher voll auswertbar. 
Um eine gewisse individuelle Streuung des Materials, die sich natürlich 
nie ausschließen läßt, mit erfassen zu können, wurde noch zusätzlich 
statistisch überprüft (nach PATAU 1943). 
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Dafür wurden die Differenzen der Transportschätzwerte des Versuchs- und 
Kontrollblattstieles einer Nullwertprobe unterzogen. Unter der Voraussetzung 
genauer Schätzwerte war für n = 22 hier P = 0,87, d.h. die Wahrscheinlichkeit, daß 
durch Anaerobiose keine Änderung des Fluoresceintransportes erreicht wurde, ist 
sehr hoch. 

Das negative Ergebnis dieser Anaerobioseversuche erscheint nach 
den bisherigen Ausführungen recht eindeutig und überraschte in der 
jetzigen Form um so mehr, als entsprechend der seit den Versuchen 
WILLENBRINKs bekannten Cyanidempfindlichkeit des Transportes in den 
Siebröhren eine Abhängigkeit von der Endoxydation der Atmung mit 
ihren Häminfermentreaktionen eigentlich zu erwarten war. 

Es bleibt auch die Frage, worauf die andersartigen Ergebnisse von Currıs (1929) 
und von Mason u. Puizcis (1936) zurückzuführen sind. Bei Mason u. PHILLIS 
liegt der Verdacht einer ungünstigen Wirkung der Vaseline oder irgendwelcher 
Nebenbestandteile derselben recht nahe, zumal Curtis durch Abschluß mit reinem 
Paraffin keine Hemmung erreichte. Curtis Stickstoffversuche aber sind nur auf 
Trockengewichtsveränderungen bezogen und außerdem betrachtete sie der Autor 
selbst als nicht statistisch gesichert. Darum können auch wir ihnen keine Be- 
deutung mehr beimessen. 


II. Zur Gärung des isolierten Phloems von Heracleum 


Aus den bisherigen Versuchsanstellungen ging also hervor, daß der 
Fluoresceintransport offenbar von der Zufuhr freien Sauerstoffes sowohl 
an die Blattstiele wie an die Blätter unabhängig ablaufen kann. Darauf- 
hin sollte nun untersucht werden, ob nicht möglicherweise anaerobe 
Gärungsvorgänge im Phloem für die Unterhaltung eines Stofftransportes 
in Frage kommen. Über die Fähigkeit zur Atmung ganzer Leitbündel 
berichteten schon Kursanov u. TURKINA (1952) sowie WILLENBRINK 
(1957), bei isolierten Phloem- und Xylemteilen ZIEGLER (1958), über 
anaerobe Gärungen dieser Gewebe scheint jedoch noch nichts bekannt 
zu sein. 


Material und Methodik. Die Leitbündel von Pelargonium lassen sich zwar mit 
einiger Sorgfalt gut präparieren und auch ihre Atmung wurde schon gemessen 
(WILLENBRINK), doch ist eine Trennung von Xylem und Phloem mit der Klinge 
für größere Versuchsansätze zu zeitraubend, während sie in kleinerem Umfang 
seinerzeit SCHUMACHER (1930 u. 1933) für den Nachweis des Transportes im Phloem 
diente. So wurde zu einem anderen Objekt gegriffen, obwohl hierbei. der Nachteil 
des fehlenden Vergleiches mit Transportversuchen in Kauf genommen werden 
mußte. 

Von der Beobachtung, daß sich die Leitbündel des Blattstielinnern mancher 
Umbelliferen leicht von selbst aus dem Parenchym herauslösen und in Wellen die 
Markhöhle erfüllen, berichteten bereits einige Autoren, so SCHWARZ (1926) und 
TROLL (1949, dort auch ältere Angaben zitiert). Wegen ihrer mächtigen Leit- 
bündelausmaße eignen sich Vertreter der Gattung Heracleum, bei denen auch 
Phloem und Xylem recht gut zu trennen sind, für Reihenversuche am besten. 
ZIEGLER (1958) und ZIEGLER u. MiTTLER (1959) verwendeten deshalb Heracleum 
mantegazzianum schon für ihre Atmungsmessungen und Zuckeranalysen im Phloem 
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und Xylem. Ein zuverlässiger Beweis, daB diese isolierten Leitbündel noch aktiv 
leiteten, ist allerdings bisher von ihnen noch nicht erbracht worden. Da mir die 
kaukasische Species nicht in größerer Menge zur Verfügung stand, wählte ich unsere 
einheimische Wildart Heracleum sphondylium, die an einigen Lößstandorten der 
Bonner Umgebung ebenfalls 2—3 cm dicke und bis zu 60 cm lange Blattstiele 
hervorzubringen vermag. Leider stehen diese nur während relativ kurzer Zeit des 
Jahres zur Verfügung, da die Pflanzen nach dem Austreiben und Vertrocknen des 
Blütenstandes nur noch wenige und kleinere Blätter bilden. 

Die nicht zu alten Blattstiele — es wurden überwiegend solche von fast oder 
soeben ausgewachsenen Grundblättern, bei fortschreitender Jahreszeit aber auch 
entsprechende Blattstiele des Stengels verwendet — wurden am Standort dicht an 
der Insertionsstelle abgeschnitten und sofort in ein mitgebrachtes Wassergefäß 
gestellt, um ein vorzeitiges Welken zu vermeiden. Zur Präparation wurde der 
Blattstiel in nur 10—16 cm lange und dadurch in sich ziemlich einheitliche Stücke 
zerlegt und diese längs gespalten. Das wasserreiche Parenchymgewebe wurde mit 
einem Skalpell bis an die Leitbündel heran weggeschabt, diese mit einer Pinzette 
am Ende gepackt und herausgehoben. Da nicht nur die zentralen, schon weit- 
gehend losgelösten Leitbündel verwendet wurden (vgl. auch ZIEGLER 1958), mußte 
auf geringe mechanische Beanspruchung geachtet werden, eine Forderung, die bei 
allen Bündeln außer den an der Blattstielaußenseite verwachsenen leicht zu ver- 
wirklichen ist. Danach wurde das Xylem vom Phloem abgezogen, was wegen der 
nur schwach und unvollständig ausgebildeten Leitbündelscheide keine Schwierig- 
keiten bereitet, das Phloem von den beschädigten Enden befreit und zu gleichen 
Teilen in Versuchsstiick und Kontrollstück zerlegt, so daß die Ansätze immer aus 
gleichartigem Material bestanden. Fünf bis sieben solcher etwa 5—7 cm langen 
Phloemstücke aus einem Blattstielstück reichten mit 40—120 mg Frischgewicht 
als Probe aus und lieferten bei Verwendung von 15 ml-Warburggefäßen in wenigen 
Stunden schon große Ausschläge. In den Gefäßen gelangten die Phloemteile stets 
gewunden in den Zentraleinsatz und wurden dort mit wenig Wasser befeuchtet 
oder mit Zucker- bzw. Cyanidlésungen behandelt, während die Lauge oder Säure 
(2 ml 2%ige Kalilauge oder n/10 = 0,5%ige Schwefelsäure) in den größeren 
Außenraum gefüllt wurde. Als Gas wurde entweder Luft verwendet (Atmungs- 
versuche) oder Stickstoff aus der schon bei den Anaerobiose-Transportversuchen 
beschriebenen Apparatur, der durch ein alkalisches Dithionitbad vom Sauerstoff 
aber auch von allem Kohlendioxyd befreit war (Gärungsversuche). Die Flüssig- 
keitsmenge um die Proben mußte vor allem wegen dieser Anaerobioseversuche 
klein gehalten werden, um darin die bei mittleren px-Werten schwer kontrollierbare 
CO,-Retention so weit als möglich herabzusetzen. Bezugsgröße bei den Gas- 
umsetzungen war stets das Frischgewicht am Ende der Messung. 


Ergebnisse. Über die Atmung und aerobe Gärung isolierter, freilich 
auch abgeschnittener Leitbündelstücke liegen wie erwähnt in der Lite- 
ratur schon gewisse Angaben vor. So verwendeten KURSANOV u. 
TuRKINA (1952a u. b), TURKINA u. DUBININA (1953) die Bündel von 
Plantago, Beta und Caragana, WILLENBRINK (1957) die von Pelargonium 
zonale, Primula beesiana, Bunias orientalis, Omphalodes verna, Tussilago 
farjara und Plantago major. Die dabei beobachteten Respirations- 
quotienten lagen um 1,0 oder etwas dariiber, letzteres besonders bei 
Pelargonium; die absoluten Atmungswerte lagen bei den Leitbündeln oft 
beträchtlich über denen des Restblattstieles, so daß KURSANOV u. 
TURKINA wie auch WILLENBRINK einen gesteigerten Stoffwechsel vor 
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allem wegen der in ihnen ablaufenden Transportvorgänge vermuteten. 
Canny (1960) errechnet aus seinen Versuchen mit radioaktivem CO, 
jedoch geringere Atmungswerte. Kursanov u. TURKINA wie WILLEN- 
BRINK glaubten nach ihren Messungen an ganzen Leitbündeln dem 
Phloem wegen seines größeren Anteiles lebender Zellen den Hauptteil 
der Atmung zurechnen zu müssen. Dies konnte aber inzwischen von 
ZIEGLER (1958) an Heracleum mantegazzianum näher überprüft werden. 
Nach ZIEGLER atmen die relativ parenchymreichen Xylembündel bei 
diesem Objekt ebenso stark wie Phloembündel schon bei Bezug auf das 
Frischgewicht, vor allem aber bei Bezug auf Proteinstickstoff. Die 
RQ-Werte für das Phloem von Heracleum mantegazzi lagen bei 
seinen Versuchen im Gegensatz zu den Objekten von KURSANOV u. 
TURKINA und WILLENBRINK zwischen 0,9 und 1,0, die des Xylems noch 
niedriger, nämlich um 0,82. Durch Cyanidvergiftung sank der Sauer- 
stoffverbrauch, und der RQ-Wert stieg an. Eine Beziehung zu einem 
gleichzeitig ablaufenden Transport konnte jedoch bei keinem dieser 
Versuche hergestellt werden. 

Auf diesen Befunden der Autoren sollten nun die eigenen Experi- 
mente aufbauen. Einige RQ-Bestimmungen nach der direkten Warburg- 
Methode im Gefäßpaar mit Luft ergaben für Heracleum sphondylium 
Werte zwischen 0,9 und 1,05, was größenordnungsmäßig auch den An- 
gaben ZIEGLERs über die verwandte Art Heracleum tegazzi ent- 
sprach. Weit wichtiger erschien es jedoch, die Fähigkeit des Phloems 
zu einer anaeroben Gärung zu überprüfen, da in einem so tief im Verband 
eingebetteten und praktisch intercellularenfreien Gewebe mit einem 
Mangel an Sauerstoff bestimmt gerechnet werden muß. Für viele paren- 
chymatische und Teilungsgewebe ist lebhafte anaerobe Gärung schon 
seit langem nachgewiesen (Literaturzusammenfassung u.a. bei TURNER 
1960), für Leitbündel liegen meines Wissens bisher nur die erwähnten 
Messungen einer Atmung und leichten aeroben Gärung vor. Daher 
wurde zunächst bei sechs Proben nach Vertreiben aller Luft aus den 
Warburggefäßen durch gereinigten Stickstoff 4 Std lang die CO,- 
Produktion gemessen. Die Werte lagen mit 150—350 ul pro Stunde 
und Gramm Frischgewicht recht hoch (etwa so hoch wie nach CANNY 
1960 am intakten Blattstielphloem von Vitis) und blieben konstant. 
Von einer weiteren Reihe von sechs Versuchen ergaben fünf noch nach 
211/, Std gleichhohe und konstante Kohlendioxydwerte, drei noch nach 
26 Std, während bei den anderen offenbar die Kohlenhydratreserven 
nicht länger ausgereicht hatten. Einen stärkeren Abfall nach bereits 
10 Std zeigte ein weiterer Ansatz, dessen Material wahrscheinlich schon 
zuvor Hunger gelitten hatte. Wurden die Phloembündel in den Zentral- 
einsätzen der Warburggefäße statt in Wasser in 0,1-molare Saccharose- 
lösung gelegt, so war ihre anaerobe Gärung angeregt; drei der sechs 
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Proben lieferten über 9 Std konstant 10—30% mehr CO, als die Kon- 
trollen ohne Zuckerzusatz, zwei blieben unbeeinflußt, einer der sechs wies 
nach 10 Std eine um 50% höhere CO,-Produktion auf als die Kontrolle. 

Während bei allen diesen Versuchen die Werte der ersten Stunden 
recht zuverlässig erschienen, muß bei einigen — auch der Kontrollen — 
in länger andauernden Versuchen, also etwa in solchen über 24 Std, 
vielleicht mit einer zusätzlichen mikrobiellen Gärung gerechnet werden. 

Um nun die Leistungsfähigkeit des hier nachgewiesenen anaeroben 
Systems abschätzen zu können, brauchte man vor allem die Größe der 
anaeroben Gärung im Vergleich zur normalen Atmung. Dazu wurden 
von den gleichartigen Phloemteilen eines Bündelstückes in der unter 
„Material und Methodik‘ geschilderten Weise jeweils einer zur Messung 
des Sauerstoffverbrauches, der andere zur Bestimmung der anaeroben 
Kohlendioxydabgabe verwendet. Von jedem Gefäßpaar wurde also eines 
in Luft mit Lauge beschickt, während durch das andere nach Säure- 
zugabe etwa 20 min lang gereinigter Stickstoff durchgeleitet wurde. Für 
eine zahlenmäßige Erfassung wurde der Quotient aus der anaeroben 
CO,-Abgabe und dem aeroben O,-Verbrauch gebildet, der für RQ = 1 
auch dem Quotienten aus anaerobem und aerobem CO, entspricht. Die 
RQ-Werte ZIEGLERs und der eigenen Versuche zeigen, daß dies in erster 
Näherung möglich ist. Lägen sie um 0,9, so wären die angegebenen 
Quotienten noch um etwa 10% zu niedrig, was für die Größenordnung 
aber keine wesentliche Rolle spielt. Von den zwölf bei der Auswertung 
zur Verfügung stehenden Versuchen ergaben acht einen Quotienten 
(CO, anaer./O, aer.) von über !/,, was auf einen höheren Kohlenhydrat- 
einsatz im anaeroben als im aeroben Milieu schließen läßt, sofern die 
Werte nicht durch Ausscheidung von sog. ,,Extra-CO,“‘ hervorgerufen 
sind (TURNER 1960); ja in vier dieser Fälle wurden ?/, überschritten (so im 
Beispiel der Abb. 2). Bei den vier Versuchen ohne diesen Effekt, der 
möglicherweise ein echter Pasteureffekt ist, schien die Kohlenhydrat- 
reserve wiederum nicht auszureichen, denn die CO,-Produktion sank 
bereits nach wenigen Stunden weiter ab. Kohlenhydrate, die eventuell 
für eine noch zusätzlich beteiligte Milchsäuregärung verbraucht werden, 
würden natürlich bei der CO,-Messung nicht in Erscheinung treten und 
setzten dementsprechend einen nochmals höheren Einsatz voraus 
(BARKER u. EL Saırı 1952). 

Der Nachweis einer potentiell recht leistungsfähigen anaeroben 
Gärung des Phloems steht natürlich in einem gewissen Gegensatz zu der 
von WILLENBRINK (1957) gefundenen Cyanidempfindlichkeit des Stoff- 
transportes, die ja auf eine Mitwirkung der Cytochromoxydase schließen 
ließ, und so muß hier die Frage aufgeworfen werden, an welcher Stelle des 
Stoffwechsels Cyanid in den verschiedenen Konzentrationen angreift. 
Nach WILLENBRINK reagieren die freigelegten Blattstielleitbündel von 
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Pelargonium auf 2x 10% m schon eindeutig mit einer Transporthem- 
mung, was eben als eine spezifische Hemmung der eyanidempfindlichen 
Cytochromatmung gedeutet wird. Für die Sauerstoffaufnahme von 
Heracleum mantegazzianum hatte ZIEGLER (1958) bereits eine Kurve der 
Cyanidabhängigkeit entworfen, nach der die Hemmung ab etwa 10? m 
deutlich wird und bei 5x 10-* m Blausäure bereits ihren maximalen Wert 
erreicht. TURKINA u. DUBININA (1953) hemmten mit 10-2 m KON und 
berichteten von einer geringen Restatmung bei ihren Objekten. Einige 
orientierende Versuche an Heracleum sphondylium mit 2x 10m KCN 
in Pufferlösung von py =6stimm- gy 
ten recht gut mit ZIEGLERs Kurve - | La) 
überein, sofern man diese auf + % | 
eine echte logarithmische Skala 
brachte. an 
Einige weitere Proben in ungepuf- © 4 
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Vergleich der CO,-Abgabe in N, 


nach der Methode von RoBBie (1948) Abb- 2. 
wurde verzichtet, zumal die Testver- 
suche zur Gärungshemmung im sauer- 
stofffreien Medium wegen der schwer 
kontrollierbaren CO,-Retention ohnehin 


und der O,-Aufnahme (stellvertretend für 
die CO,-Abgabe) in Luft bei Phloem von 
Heracleum sphondylium. ------ 1/,0,-Kurve 
als theoretischer Richtwert für die CO,- 
Abgabe bei reiner alkoholischer Gärung und 
gleichem KH-Einsatz wie in Luft 


im schwach sauren Bereich durchzu- 
führen waren. 

Es kann also für die Atmungshemmung durch Cyanid auch bei Hera- 
cleum sphondylium qualitativ ZIEGLERs Kurve zugrunde gelegt werden. 

Die gleichfalls nur der Orientierung dienende kleine Testreihe über die 
Cyanidempfindlichkeit der anaeroben Gärung erbrachte etwas schwächere 
Hemmungsgrade als die von WARBURG (1925 u. 1948) angegebenen, was 
leicht auf Cyanidverluste bei der Stickstoffdurchspülung der Gefäße 
zurückgeführt werden kann. Nach WARBURG wird die anaerobe Gärung 
von Hefezellen durch 10?m HCN zu etwa 50% gehemmt; größen- 
ordnungsmäßig stimmt damit auch die Empfindlichkeit der Gärung in 
den Phloembündeln von Heracleum sphondylium überein. 

Für eine Energieversorgung des Phloems käme nach diesen Ergeb- 
nissen und unter Berücksichtigung der Tatsache, daß Sauerstoff für den 
Transport nicht notwendig ist, eine anaerobe Gärung durchaus in Frage, 
wenn von ihr auch keine hohen Energieausbeuten zu erwarten sind. 
Natürlich darf dabei nicht außer acht gelassen werden, daß alle bisher 
durchgeführten Atmungs- und Gärungsversuche, auch die anderer 
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Autoren, mit abgeschnittenen isolierten Bündelstücken durchgeführt 
wurden, bei denen das Fortbestehen eines Transportes nicht ohne weiteres 
vorausgesetzt werden darf. Die relativ hohe Cyanidempfindlichkeit des 
Stofftransportes im intakten Phloem nach den Ergebnissen von WILLEN- 
BRINK, die um eine Zehnerpotenz oder mehr (WILLENBRINK verwendete 
ungepufferte, also alkalische Cyanidlösungen mit geringerem Blausäure- 
dampfdruck) über der einer anaeroben Gärung liegt, ist mit den ge- 
schilderten Versuchen aber noch nicht erklärt. Obwohl also eine Gärung 
unter den natürlichen, sicherlich ungünstigen Sauerstoffbedingungen 
gar nicht unwahrscheinlich wäre, muß weiterhin bei der Energieversor- 
gung des Stofftransportes mit einer Beteiligung von Schwermetall- 
fermenten gerechnet werden. Darauf deutet auch die Fähigkeit isolierter 
Phloemstücke hin, eine lebhafte normale Sauerstoffatmung wie andere 
Gewebe zu unterhalten. Die vollständigen Enzymsätze sind also vor- 
handen. Deshalb wäre unter den natürlichen Verhältnissen ein Trans- 
port gebundenen Sauerstoffes innerhalb des Phloems durchaus denkbar. 
So mußte zunächst einmal die Hemmwirkung der Atmungsgifte weiter 
untersucht werden, vor allem die der Blausäure; bei ihr sind die Angriffs- 
punkte im Stoffwechsel heute schon einigermaßen bekannt (JAMES 1953, 
Hackett 1960). Auch vermag Blausäure mit am leichtesten in die Ge- 
webe einzudringen. 


III. Zur Hemmung des Fluoresceintransportes mit Cyanid 


Wie schon einleitend erwähnt, untersuchte erstmals WILLENBRINK 
(1957) die Hemmung des Transportes verschiedener Substanzen durch 
spezielle Atmungsgifte, der die Gifte lokalisiert an den freipräparierten 
Blattstielleitbündeln von Pelargonium ansetzte, was ihm gestattete, die 
Stoffwanderung allein und ohne Beeinflussung der Aufnahmevorgänge 
im Blattparenchym zu erfassen. Wie er feststellen konnte, war die Reak- 
tion auf die einzelnen Substanzen recht ungleich empfindlich: Cyanid 
und Dinitrophenol hemmten bei Behandlung vor der Fluoresceingabe 
schon in einer Konzentration von 10°? m zuverlässig, wobei die Wieder- 
aufnahme des Transportes nach Beseitigung der Gifte eine irreversible 
Schädigung ausschloß. Andere Hemmstoffe wie Fluorid und Arsenit 
mußten in wesentlich höherer Konzentration vorliegen. KENDALL (1955) 
hatte bei ähnlichen Versuchen an Bohnenpflanzen weniger eindeutige 
Hemmungen zu verzeichnen. Daß WILLENBRINKs Hemmversuche nicht 
nur für Fluorescein galten, sondern auch für pflanzeneigene Stoffe wie 
Phosphor und Stickstoff sowie im Blatt aus !4CO, synthetisierte Kohlen- 
hydrate, beweist ihre allgemeinere Gültigkeit und war für mich zugleich 
Anlaß, mich bei entsprechenden Versuchen ebenfalls jenes im Gegensatz 
zu radioaktiven Isotopen einfach zu handhabenden Transportfarbstoffes 
zu bedienen. 
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Da im ersten Kapitel eine weitgehende Sauerstoffunabhängigkeit 
gezeigt werden konnte, was gegen die Beteiligung einer normalen Sauer- 
stoffatmung spricht, andererseits aber, wie soeben beschrieben, der 
Transport durch Atmungsgifte gehemmt wurde, sollte jetzt Cyanid sowohl 
am freipräparierten Leitbündel und Sproß als auch an den Blattspreiten 
appliziert werden. Natürlich konnten an der Spreite Aufnahme und Wan- 
derung des Fluoresceins nur mehr oder weniger gemeinsam erfaßt werden. 


Material und Methodik. Die reinen Transporthemmversuche wurden mit den 
schon erwähnten Blattpaaren von Pelargonium zomale durchgeführt. Darüber 
hinausgehende vergleichende Transport- und At wurden je- 
doch an in geeigneter Weise präparierten Sprossen und Passiflora coerulea ange- 
stellt, deren Cyanidempfindlichkeit zuvor getestet werden mußte. Diese Versuche 
sollen an anderer Stelle gesondert behandelt werden. 


Für die Pelargonium-Blattstiele gelangte wie bei den Anaerobioseversuchen 
wieder die Technik von WILLENBRINK zur Anwendung. Die Zentralleitbündel © 
wurden mit zurechtgebrochenen Rasierklingenstiicken auf einer etwa 4 cm langen 
Strecke freigelegt, die schon erwähnten 5 em langen und 3,5 cm dieken Glasrohre 
darübergeschoben und mit halbierten Gummistopfen zu Kammern abgedichtet. 
Zur Vergiftung wurde entweder mit Cyanidlösung (2 10-? m) getränkte Watte 
auf den Boden der Kammer gelegt oder das Leitbündel direkt auf der ganzen 
Strecke mit getränkter Watte umwickelt, was den Vorteil besser reproduzierbarer 
Giftkonzentration bot. In beiden Anordnungen gelang es, den Transport zu hem- 
men, ihn aber nach 2—3 Tagen wieder herzustellen, wenn die Cyanidlösung nach 
etwa 8 Std Einwirkungszeit gut ausgewaschen worden war. Dies war schon bei den 
Versuchen WILLENBRINKs unbedingte Voraussetzung für ihre theoretische Aus- 
wertung, denn nur so konnten Störungen durch die Präparation und Schädigungen 
durch die Vergiftung sicher unterschieden werden. 

Für die Blattspreitenversuche wurden die Flaschen der Anaerobioseversuche 
wiederverwendet (Abb. 1). Die Cyanidatmosphäre konnte unmittelbar nach oder 
schon vor der Fluoresceinbehandlung durch Einlegen von Watte, die mit der ge- 
wünschten Kaliumcyanidlôsung getränkt wurde, hergestellt werden. Eine kurze 
Unterbrechung der Begasung hat ja in diesem Fall weit geringere Bedeutung als 
bei den Stickstoffversuchen ein Sauerstoffzutritt. Um die Hemmung der Auf- 
nahme von einer Transporthemmung besser unterscheiden zu können, wurde auch 
eine Anzahl von Versuchen mit gemeinsamer Cyanid- und Fluoresceinlösung be- 
handelt, so daß das Cyanid im wesentlichen an der Fluoresceinzugabestelle und nur 
wenig außerhalb angreifen konnte. Bei getrennter Anwendung wird überwiegend 
der Transport erfaßt. Für die Technik der Fluoresceinzugabe und die Transport- 
kontrolle sei auf den entsprechenden Abschnitt des ersten Kapitels verwiesen. 

Ergebnisse. Zur Bestätigung der Befunde von WILLENBRINK über 
die reversible Hemmung des Stofftransportes an freipräparierten Leit- 
bündeln des Blattstieles von Pelargonium wurde nur eine kleine Gruppe 
von Versuchen angesetzt. 2x 103 molare Cyanidlösung oder der Blau- 
säuredampf darüber hemmten bei kurzem Vorsprung der Cyanid- 
behandlung den Fluoresceintransport bereits sicher. Wiederherstellung 
der Fluoresceinwanderung nach achtstündiger Blausäureeinwirkung und 
40—50stündiger Erholungszeit gelang in 5 von 6 Fällen gut, so daß 
weitere Wiederholungen nicht mehr notwendig schienen. 
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Wichtig war nun auch die Frage, ob sich ein Transportvorgang von 
den Blattspreiten her, den Ausgangsorten vieler normaler Stoffwande- 
rungen, hemmen läßt, wobei auch die Scheidenzellen um die Siebröhren 
der Nervenendigungen erfaßt werden, denen in jedem Falle die Aufgabe 
obliegt, die natürlichen Wanderstoffe der Pflanze vermutlich gegen ein 
Konzentrationsgefälle, wie es zuerst von Mason u. MASKELL (1928) und 
inzwischen noch des öfteren beobachtet und errechnet wurde, in die 
Siebröhren zu bringen. 0,002 m KCN mit 0,1% Natriumfluorescein 
(0,0028 m) in gemeinsamer Lösung vermochte indessen bei Pelargonium 
keine Hemmwirkung auf den Fluoresceintransport hervorzurufen und 
auch bei 0,02 m war diese nur mäßig (Tabelle), so daß die Wanderfront 


Tabelle. Cyanidwirkung auf den Fluoresceintransport bei Vergiftung 
der Blattspreite von Pelargonium zonale 























Anzahl der Hemmung 
Versuche nicht halb | vollständig 
KCN und Fluorescein in gemein- 

samer : 

KCN 0,002. m-) 04 cache ce 5 5 _ — 
ey dl our: fei bite 3 1 2 _ 
ie sn Aura 6 3 2 1 

HCN-Gas, Fluoresceinzugabe zu 

gleicher Zeit: 

Mew sess bse) + » 4 4 _ wen 
Fe RUE ee tee 20 4 7 9 
aus Wad erin 4 a — 4 

HCN-Gas, 2 Std vor Fluorescein 
geboten: 
1 T'ON ey 16 1 9 6 


Anmerkung: halb gehemmt: Fluorescein noch im oberen Ende des Blattstieles 
nachweisbar; vollständig gehemmt: Farbstoff nur in den Blattnerven vorhanden. 


des Fluoresceins bei Versuchsende noch meist den gesamten Blattstiel 
passiert hatte. NELSON u. GorHAM (1957a u. b) glaubten, bei gleich- 
zeitiger Gabe von markiertem Zucker und 0,01 m KCN zwar nur eine 
leichte Hemmung der Aufnahme, aber eine recht auffällige Hemmung des 
Saccharosetransportes nach wenigen Zentimetern festgestellt zu haben. 
In unserem Fall schien dagegen der Hemmstoff in gelöster Form schlech- 
ter einzudringen als der Wanderstoff, so daß Aufnahme und Transport 
nicht zuverlässig gehemmt werden konnten. Wurde Blausäure direkt 
nach der Fluoresceingabe, aber gasförmig, verabreicht, so war die Hem- 
mung stärker. 0,02 m (davon 1,5 ml als KCN-Lösung mit Watte in die 
0,5 Literflasche gebracht) vermochten in der knappen Hälfte der Fälle 
(9 von 20) den Transport schon vor dem Erreichen des Blattstieles zu 
blockieren, Fluorescein war also nur noch im Phloem der Blattnerven 
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gewandert; in weiteren sieben Versuchen war der Farbstoff bis in den 
oberen Teil des Blattstieles gelangt, und nur vier Versuche zeigten keine 
Hemmwirkung, ein deutlicher Hinweis, daß der Transport durch Cyanid 
tatsächlich stärker zu hemmen war als die Fluoresceinaufnahme. Ent- 
sprechend den Versuchen am Blattstiel ließ sich also auch hier die 
Transporthemmung durch eine etwa zweistündige Vorbehandlung mit 
der gleichen Cyanidkonzentration noch leicht verstärken. Von 16 der- 
artigen Versuchen war nur noch bei einem der ganze Blattstiel durch- 
wandert, in 9 Fällen das Fluorescein noch im oberen Ende des Blatt- 
stieles und in sechs nur noch in den Blattnerven selbst nachzuweisen. 
Höhere Konzentrationen als 0,02 m, z.B. 0,1m KCN, führten bei 
gleicher Anwendung als Gas zu schweren sichtbaren Schädigungen der 
Blätter, z. T. sogar zu starken Nekrosen, so daß sie für meine Zwecke 
nutzlos erschienen. 

Bei diesen Ergebnissen überrascht einmal der Befund, daß an den 
Nerven um etwa eine Zehnerpotenz höhere Konzentrationen als am 
präparierten Blattstiel notwendig sind, um mit ähnlicher Sicherheit den 
Fluoresceintransport zu hemmen, und daß zum anderen die Wirkung 
nicht auf der Stelle, sondern erst nach einer gewissen Wanderung ein- 
setzt. Da die Cyanidhemmung im Falle der gemeinsamen Fluorescein- 
und Cyanidgabe am geringsten war, scheint der Aufnahmemechanismus 
selbst auch am wenigsten betroffen oder zumindest gegenüber dem Zu- 
tritt des Giftes etwas besser geschützt zu sein. Dieser Schutz müßte 
allerdings in einer selektiven Aufnahmeverweigerung für Cyanid be- 
stehen, denn Fluorescein kann ja offensichtlich in beträchtlichem Maße 
eindringen. Ob der erhöhte py-Wert der Cyanidlösungen seinerseits für 
die Fluoresceinaufnahme wieder erleichternd wirkt (vgl. DüHRING 1935), 
muß dahingestellt bleiben. Die Hemmung des Blausäuregases scheint 
demgegenüber vorwiegend vom Mesophyll her die Phloembündel anzu- 
greifen, denn das Nervengewebe an der Fluoresceinzugabestelle ist unter 
dem Pflaster dem Blausäuregas weit weniger ausgesetzt als der Lösung 
in den anderen Versuchen. Gegen ein Nachlassen des Transportes nur 
wegen gestörter Aufnahme oder wegen Speicherung des Farbstoffes im 
Plasma der Sieb- und Geleitzellen (SCHUMACHER 1933 u. 1937, Arısz 
1952) spricht der steile Gradient an der Front des Fluoresceintransportes, 
der wiederum an die Ergebnisse von NELSON u. GORHAM mit radio- 
aktivem Zucker erinnert. 

So bestätigen und erweitern die hier angeführten Transporthemm- 
versuche die Ergebnisse WILLENBRINKs. Obwohl vielleicht die Unter- 
schiede in der wirksamen Konzentration einige Deutungsschwierigkeiten 
verursachen, auf die aber erst später kurz eingegangen werden soll, muß 
an eine Mitwirkung schwermetallhaltiger Fermente beim Transport ge- 
dacht werden. Der nächstlierende Gedanke an die Cytochromoxydase 
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und die Atmung mit molekularem Sauerstoff muß aber auf Grund der 
Anaerobioseversuche zurücktreten. Unter anderen schwermetallhaltigen 
Fermenten gibt es nun gerade im Phloem in größeren Mengen eine un- 
spezifische Peroxydase, deren Bedeutung hier bisher noch völlig unge- 
klärt ist. Diese Peroxydase soll daher im Folgenden auf die Möglichkeit 
ihrer Beteiligung beim Transportgeschehen untersucht werden. 


IV. Zum Vorkommen der Peroxydase in den Siebröhren 


Als Racızorskı (1898) die allgemeine Verbreitung einer Guajak- 
reaktion im Phloemgewebe erkannte, nannte er den Inhaltskörper des 
Leptoms, der mit Hilfe von Wasserstoffperoxyd Guajak und andere 
Phenolkörper oxydiert, „Leptomin‘ und verglich ihn mit dem Hämo- 
globin und Hämocyanin des tierischen Blutes, denen ja die Aufgabe des 
Sauerstofftransportes zufällt und die auch die gleiche Guajakreaktion 
zu katalysieren vermögen. Inzwischen ist das ,,Leptomin“ schon lange 
als unspezifische Peroxydase näher untersucht und als Häminferment 
identifiziert worden (u. a. THEORELL u. MAEHLY 1950, KeıLın u. Har- 
TREE 1951). Auf die Biochemie dieser Peroxydase soll hier jedoch nicht 
eingegangen werden; wichtig ist ihre Fähigkeit, in situ wie in vitro mit 
Wasserstoffperoxyd, in geringem Maße auch mit Alkylperoxyden, ver- 
schiedenste organische und z. T. auch anorganische Substrate zu oxy- 
dieren. Zu diesen Substraten gehören unter Umständen Cytochrome 
(Übersichten bei HOFFMANN-OSTENHOF 1954, Burris 1960 und WoLF 
1960). Da der Zutritt freien Sauerstoffes für einen Stofftransport nach 
den Ergebnissen meiner Versuche nicht notwendig erscheint und auch 
auf Grund der Intercellularenarmut der Phloeme kaum in ausreichendem 
Maße zu erwarten ist, während die Cyanidempfindlichkeit die Teilnahme 
einer anaeroben Gärung weniger wahrscheinlich macht, sollte der 
Peroxydase des Phloems unter diesem Aspekt wieder mehr Aufmerksam- 
keit geschenkt werden. 

Während RactrBorski mit Guajak arbeitete, verwenden neuere Methoden mit 
Vorzug das bei seiner Oxydation noch auffälliger gefärbte Benzidin. Trotzdem 
gelingt es keineswegs immer, mit diesen histochemischen Nachweisverfahren in 
Quer- und Längsschnitten des Gewebes Peroxydasevorkommen genau zu lokali- 
sieren, da meist Zellwände mit angefärbt werden (JENSEN 1955, van VLEET 1952 u. 
1959). Reichliches Auftreten der Peroxydase ist für junge Pflanzenteile, für cam- 
biale Gewebe und besonders für das Phloem in der ganzen Pflanze bekannt, ihr 
Vorkommen speziell in den Siebröhren, Geleitzellen und Phloemparenchymzellen 
wird von RACIBORSKI und VAN FLEET erwähnt. 

Ziel der folgenden Versuche war es daher nur, die bisherigen Befunde 
durch möglichst genau lokalisierte Peroxydasenachweise zu vervoll- 
ständigen und eventuell so einen Zusammenhang zur beobachteten 
Cyanidempfindlichkeit von Atmung und Stofftransport herzustellen. 
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Material und Methodik. Als Objekte wurden zunächst 22 verschiedene Pflanzen- 
arten des Bonner Botanischen Gartens verwendet, die recht verschiedenen phylo- 
genetischen Verwandtschaftsgruppen angehören: Pteridophyten, Gymnospermen 
und unter den Angiospermen Mono- und Dicotyledonen. Frischmaterial eignete 
sich wegen seiner Neigung zu unspezifischen ,,Oxydasereaktionen“ weit weniger als 
Alkoholmaterial. Dieses durfte jedoch auch bei kaltem Fixieren nicht zu alt und 
bei warmem Fixieren nicht über 60° C mit dem Alkohol erwärmt worden sein, da 
sonst die Aktivität des Fermentes deutlich nachließ. Unter den zahlreichen in der 
histochemischen Literatur beschriebenen Abwandlungen des Peroxydasenachweis- 
verfahrens bewährte sich eine sehr einfache am besten, die Benzidin-,,Frisch‘‘- 
Methode nach PRENANT, die hier deshalb als einzige angeführt sei (aus LINDER- 
STROM-LANG u. HOLTER 1941). Als Reagentien dienten gesättigte und mit einigen 
Tropfen 50%iger Essigsäure angesäuerte wäßrige Benzidinlösung, sowie 0,3%ige, 
meist ebenfalls leicht essigsaure Wasserstoffperoxydlösung. Das Material wurde 
frisch oder fixiert in Längs- oder Querschnitte (Handschnitte) zerlegt, diese ge- 
langten sofort in die Bäder. Die Schnitte zeigten in der Benzidinlösung nach 
1—2 min eine gelbrötliche Färbung im Holz und wurden dann in die Peroxyd- 
lösung gelegt, wo sie sehr schnell die gewünschte tiefblaue und violettschwarze 
Farbe annahmen; nach kurzem Waschen in Wasser wurde beobachtet. Wichtig 
waren vor allem die Objekte, deren Plasmafärbung bzw. Färbung des Zellinhaltes 
einige Zeit erhalten blieb, während störende Wandfärbungen nur kurzzeitig und 
schwach in Erscheinung traten. 


Ergebnisse. Die Mehrzahl der Objekte brachte auch nach Alkohol- 
fixierung nur die schon lange bekannten diffusen Zellwandverfärbungen 
hervor, die eine genauere Lokalisation auf bestimmte Zellen nicht zu- 
lassen (vgl. VAN FLEET 1952). Eine deutliche Farbstoffanreicherung an 
den Zellinhalten, die nicht oder nur anfangs kurze Zeit von gefärbten 
Wänden beeinträchtigt wurden, zeigten am besten Passiflora coerulea, 
Morus alba und in geringerem Maße Potentilla nepalensis; bei Pelargonium 
zdnale war die Benzidinblau- und Benzidinbraunfärbung wohl wegen des 
hohen Gerbstoffgehaltes zu wenig haltbar. Passiflora coerulea und z. T. 
Morus alba wurden daher als einzige weiter untersucht. 

In Frischschnitte von Passiflora dringen die Reagenslösungen nur 
schlecht ein, die feinkörnige oder tropfenförmige Färbung, die nach 
VAN FLEET (1959) auf Anreicherung der Oxydationsprodukte des 
Benzidins an basophilen Bestandteilen der Zelle wie auch Nucleinsäuren 
zurückzuführen ist (die Kerne der Zellen blieben in meinen Versuchen 
normalerweise hell), wird zwar in den Phloemzellen erkennbar, doch 
bleiben viele Zellen ungefärbt und die getönten Wände stören die Beob- 
achtung. Wässern oder alkalische Vorbehandlung führten auch bei 
alkoholfixiertem Material zu Auswaschung der offenbar leicht wasser- 
löslichen Peroxydase. Schnitte von Sproßstücken, die in kaltem Alkohol 
einige Tage fixiert worden waren, zeigten dagegen in Längs- und Quer- 
schnitten sehr gut lokalisierbare, auf Phloem und Cambium beschränkte 
Reaktion (Abb. 3 und 4). Unter den Phloemzellen hat das Phloem- 
parenchym meist die höchste Aktivität, die in größeren oder feineren 
Körnern angereicherte Färbungen ergibt (Abb. 3). Die Geleitzellen 
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weisen eine mittlere und ziemlich gleichmäßige Aktivität auf, die Korn- 
größe der Färbung wird aber auch hier von bisher unbekannten Faktoren 
bestimmt (Abb. 4). Nach Vergleichen mit der Kallosemenge der Platten 
kann auf ein besonders reichliches Peroxydasevorkommen in noch un- 
fertigen. sowie in jüngeren und vermutlich funktionstüchtigen Sieb- 
röhren geschlossen werden, während bei Siebröhren mit großen Kallose- 





Abb. 3. Peroxydasereaktion in Phloemparenchymzellen von Passiflora coerulea. Längs- 
schnitt, links in Cambiumnähe, rechts ausdifferenziert. Alkoholmaterial. Vergr. 1000 x 


kissen, die demzufolge wohl bereits nicht mehr ihre Transportfunktion 
ausübten, viel weniger und kleinere Körner zu beobachten waren (vgl. 
auch RacrBorskI 1898b). 

Setzt man zu allen Bädern, dem Benzidinbad, dem Peroxydbad und 
den Spülbädern Cyanid zu, so läßt sich die Peroxydasereaktion an 
Alkoholmaterial eindeutig hemmen, wobei die Hemmung davon unab- 
hängig ist, ob die Bäder alle angesäuert worden sind oder nicht. Die 
Reaktion an sich verläuft ja am besten im schwach sauren Milieu. 
Cyanidhemmung gelingt jedoch nur bei ganz frischen Bädern, da sowohl 
im Benzidinbad als auch im Wasserstoffperoxydbad das Cyanid nach 
kurzer Zeit zerstört oder abgedampft ist. Bei einer Cyanidkonzentration 
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von 10°? m in allen Lösungen zeigten sich auch nach längerer Zeit nur 
Spuren einer Reaktion, bei 10°? m war diese nicht mehr so vollständig 
gehemmt, die Anfärbung aber noch stark verlangsamt. Ein deutlicher 
Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit ließ sich bis 5x 10° m 
verfolgen, bei 1 x 10°! m KCN (auf py 5—6 gebracht) dagegen war er 
verschwunden. Die Hemmbarkeit durch Cyanid ist einerseits die beste 





Abb. 4. Peroxydasereaktion in Siebröhren und Geleitzellen von Passiflora coerulea, Längs- 
schnitt. » Siebplatte; Gz Geleitzelle, diese links im Seitenriß und mit grobkörniger 
Färbung, rechts in Aufsicht mit feinkörniger Färbung. Alkoholmaterial, Vergr. 1000 x 


Sicherung gegen Artefakte, sind doch die Peroxydasen als Hämin- 
fermente ähnlich empfindlich wie Cytochromoxydase; andererseits liegt 
in ihrer Cyanidempfindlichkeit auch eine ihrer möglichen Grenzen für die 
Bedeutung beim Stofftransport, nämlich für wenig empfindliche Ob- 
jekte, wie es ja die Pelargonium-Blattnerven und Passiflora (darüber 
soll gesondert berichtet werden) zu sein scheinen. Die zweite Grenze 
ihrer Wirksamkeit ist wahrscheinlich die im Gewebe verfügbare Menge 
an Wasserstoffperoxyd. Daß H,O, trotz seiner Giftigkeit in geringem 
Maße im Stoffwechsel auftritt, wird heute angenommen, doch scheint 
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sein Vorkommen überwiegend durch die Reaktion gewisser Oxydasen 
mit Luftsauerstoff bedingt zu sein. Mit der grundsätzlichen Möglichkeit 
seines Einsatzes auch bei der Atmung bzw. bei gerade für den Stoff- 
transport notwendigen Umsetzungen muß jedoch immerhin gerechnet 
werden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Da in der vorliegenden Arbeit die Möglichkeiten einer Sauerstoff- 
und Energieversorgung des Phloems behandelt werden, Fragen, die im 
Bereich des Stoff- und Energiewechsels eine zentrale Rolle spielen, sei 
auch der eigentlichen Besprechung der Ergebnisse zunächst eine Über- 
sicht des bisher über den Stoffwechsel der Leitgewebe bzw. speziell des 
Phloems Bekannten vorausgeschickt. 


Nach unserem heutigen Kenntnisstand liegen die Kohlenhydrate, die uns als 
mengenmäßig größter Anteil der Transportstoffe hier am meisten interessieren 
sollen, normalerweise im Blatt in recht verschiedenartiger Form vor und werden 
vermutlich erst bei ihrer Einführung in die Siebröhren aus Monosacchariden in die 
Transportform der Saccharose umgewandelt. Nach Kursanov u. PAVLINOVA 
(1952) sowie Kursanov (1961) geschieht das bei Beta vulgaris überwiegend in der 
Blattspreite. Während Gewebeextrakte auch aus dem Phloem größere Mengen an 
Glucose und Fructose enthalten, scheinen innerhalb der Siebröhren nur Saccharose 
und in geringer Menge einige andere Oligosaccharide vorhanden zu sein (ZIMMER- 
MANN 1957a, b, 1958a, b, MEYER-Mevıvs 1959, ZIEGLER u. MITTLER 1959). Yın 
(1945), WANNER (1952), BAUER (1953) und Z1EGLER (1956) beschreiben reichliches 
Vorkommen von Phosphatasen im Phloem, ein Befund, der sich mit ihrer histo- 
chemischen Methodik leicht reproduzieren läßt, und glauben daher, in den Geleit- 
und Phloemparenchymzellen Orte starker Zuckerumwandlungen für den Fern- 
transport annehmen zu können, obwohl dies etwa für den Blattstiel, wo reine 
Leitungsvorgänge überwiegen dürften, weniger einleuchtend erscheint. 

Über die Umsetzungen der einmal gebildeten Saccharose berichtet TURKINA 
(1959). Nach Fütterung radioaktiver Saccharose, allerdings durch Einlegen iso- 
lierter und daher wohl kaum transportierender Leitbündel in die Zuckerlösung, 
fand sie die meisten Säuren markiert vor, so daß mit einem normalen Atmungs- 
system gerechnet werden konnte, wie das auch aus den Gaswechselmessungen 
früherer Autoren (KuRSANOV u. TURKINA 1952, WILLENBRINK 1957, ZIEGLER 1958) 
und meinen eigenen hervorgeht. Den Anteil der Saccharose, der auf diese Weise 
veratmet und für den Aufbau eigener Substanzen wie z. B. Aminosäuren verbraucht 
wird, bezeichnet TURKINA als klein im Vergleich zur gesamten wandernden Menge; 
genauere Angaben sind nach ihrer Versuchsanstellung allerdings nicht möglich. 
Zu einem ähnlichen Schluß kommt Canny (1960) bei Untersuchungen tatsächlich 
transportierender Blattstiele an der intakten Pflanze. Sofern seine Berechnungen 
nicht durch experimentelle Fehlerquellen zu stark belastet sind, läge die CO,- 
Abgabe der Atmung oder Gärung des Phloemgewebes hier sogar erheblich niedriger 
als die der Restgewebe des Blattstieles, was den bisherigen Anschauungen in 
hohem Maße widerspricht (Kursanov 1952, Kursanov u. TuRKINA 1952a u. b, 
WILLENBRINK 1957, ZIEGLER 1958, KURSANOV, PAVLINOVA u. AFANASEVA 1959, 
Kursanov 1961). Der Vorteil der Versuchsanordnung Cannys ist das Vermeiden 
eines Wundeffektes; es wäre immerhin möglich, daß Leitgewebe auf einen Wund- 
reiz viel stärker reagieren als ausdifferenzierte Parenchyme eines Blattstieles. Der 
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Gehalt des Phloems an gewissen Gärungsfermenten wurde von WANNER (1953) 
leider nur an Zapfsäften von Baumrinden und dementsprechend mit unvoll- 
ständigem Erfolg untersucht. Es ist ja auch nicht zu erwarten, daß bei Zapfsäften 
das Plasma der Siebröhren in ausreichender Menge mit zur Untersuchung gelangt. 
Gerade die wichtigen der von WANNER nicht gefundenen Fermente konnten jedoch 
KURSANOV, PAVLINOVA u. AFANASEVA wenigstens in den Extrakten ganzer Leit- 
bündel in reichem Maße nachweisen, obwohl auch damit über die Siebröhren selbst 
nichts Sicheres gesagt ist. Bis heute ist also wohl einiges. über biochemische Um- 
setzungen im Phloem als Gesamtgewebe bekannt, die ein normales Gärungs- und 
Atmungssystem andeuten, die genaueren quantitativen Angaben über den tat- 
sächlichen Energiebedarf transportierenden Phloems sind aber noch schwer zu 
beurteilen. Dafür, daß die Stoffwechselenergie nicht nur für die Erhaltung und den 
Aufbau des Gewebes, sondern auch zusätzlich für den Stofftransport in den Sieb- 
röhren gebraucht wird, liegen bisher neben den Hemmversuchen mit Ferment- 
giften kaum geeignete Anhaltspunkte vor. 

Betrachten wir unter diesem Aspekt eines mehr oder weniger leb- 
haften Stoffwechsels in den Phloemen, der nach den Gaswechsel- 
messungen an isolierten Gewebestücken den Charakter einer weitgehend 
normalen Atmung trägt, die Anaerobioseversuche bei Pelargonium, so 
erscheint die beobachtete Unabhängigkeit des Transportes von der 
Sauerstoffzufuhr als Widerspruch. Dies gilt um so mehr, als durch die 
Versuche an freigelegten Leitbündeln des Blattstieles und an der Blatt- 
spreite auch die Möglichkeit einer Zuwanderung gasförmigen Sauer- 
stoffes in der Längsrichtung der Leitbahnen ausgeschlossen werden 
konnte. Selbst wenn im Gewebe noch Sauerstoffreste vorhanden ge- 
wesen wären, so hätte sich eine Abhängigkeit des Fluoresceintransportes 
vom Luftsauerstoff immerhin in einer leichten quantitativen Transport- 
verminderung bei den Versuchen gegenüber den Kontrollen äußern 
müssen. Kursanov (1954) vermutet zwar einen Beitrag zur Sauerstoff- 
versorgung des Phloems an unzugänglichen Stellen durch die Assimila- 
tion benachbarter grüner Gewebe; dies kann jedoch nicht für tiefer im 
Innern eines Stengels gelegene Leitbündel gelten und wurde in den hier 
behandelten Versuchen Schon durch die allgemeine Verdunklung aus- 
geschlossen. 


Mit der Fähigkeit eines Gewebes zur Atmung ist im allgemeinen auch 
die zu einer anaeroben Gärung verbunden, da der glykolytische Abbau 
der Zucker ohnehin ein Teil des gesamten Atmungsablaufes ist. Die Zahl 
der Objekte, die unter anaeroben Bedingungen eine größere Menge an 
Kohlenhydraten einsetzen können als im aeroben Milieu und somit auch 
genügend mit Energie versorgt sind, scheint aber nach neueren Unter- 
suchungen nicht sehr groß zu sein (TURNER 1960). Während die RQ- 
Werte des isolierten Phloems von Heracleum sphondylium bei normalen 
Atmungsverhältnissen entsprechend den Befunden von ZIEGLER (1958) 
an H. mantegazzi leicht unter 1 lagen, wurde tatsächlich in Anaero- 
biose eine lebhafte, bis über 26 Std hinweg nahezu unveränderte Gärung 

Planta, Bd. 57 28 
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gemessen. Eine Fähigkeit zu gesteigertem Umsatz, die vielleicht auch 
einen echten Pasteureffekt, also einen erhöhten Einsatz von Kohlen- 
hydraten für alkoholische oder Milchsäuregärung einschließt, konnte 
ebenfalls nachgewiesen werden, doch handelt es sich noch nicht um 
Werte, die eindeutige Aussagen erlauben (Turner 1960); hierfür fehlen 
auch biochemische Analysen (vgl. etwa BARKER u. EL Saırı 1952). 

Nach unseren Ergebnissen wäre also zwar das Phloemgewebe in der 
Lage, einen Teil seines Energiebedarfes aus einer anaeroben Gärung zu 
gewinnen, doch wird dadurch die hohe Cyanidempfindlichkeit des 
Transportes bei den Blattstielversuchen an Pelargonium keineswegs 
verständlich. Deshalb wurden auch Atmung und anaerobe Gärung bei 
Heracleum sphondylium auf diese Cyanidempfindlichkeit geprüft. Die 
Sauerstoffaufnahme begann bei 10% m KCN deutlich abzusinken (vgl. 
ZIEGLER 1958), also in ähnlicher Größenordnung wie der Transport in 
Pelargonium-Blattstielen, die Gärung erst bei 10°? m, was etwa den 
Angaben von WARBURG (1925 u. 1948) für die Hefegärung entsprach. 

Die relativ hohe Cyanidempfindlichkeit des Stofftransportes von 
Pelargonium und der Atmung der -Heracleum-Phloembündel deutet 
daher doch auf eine Mitwirkung von Schwermetallfermenten hin, und 
darum sollte versucht werden, mit Hilfe von Cyanid als einem der am 
besten bekannten und am leichtesten eindringenden Atmungsinhibitoren 
einen weiteren Einblick in die Energieabhängigkeit des Transportes zu 
gewinnen. Daß die Transporthemmung durch Atmungsgifte reversibel 
ist, konnte schon WILLENBRINK (1957) bei Pelargonium beweisen 
und wurde in einer kleinen Versuchsgruppe dieser Arbeit erneut be- 
stätigt. 

An der Blattspreite von Pelargonium zonale mußten um eine Zehner- 
potenz höhere Cyanidkonzentrationen angewendet werden als an den 
Blattstielleitbündeln, um eine einigermaßen zuverlässige Transport- 
hemmung zu erreichen, wobei die Wirkung des Blausäuregases auf die 
Leitbahn außerhalb der geschützten Fluoresceinzugabestelle größer war 
als die einer mit Fluorescein gemeinsamen Lösung unter dem Pflaster. 
Es kann daraus geschlossen werden, daß Cyanid den Aufnahmemecha- 
nismus selbst weniger zu beeinträchtigen vermochte als den des Trans- 
portes. Veränderungen der Aufnahme durch die höheren py-Werte 
einer gemeinsamen Fluorescein- und Cyanidlösung (vgl. Dénrine 1935) 
wurden dabei zwar nicht erfaßt, auch bei Verwendung gasförmiger Blau- 
säure war jedoch stets in der Nähe der Fluoresceinzugabestelle eine starke 
Fluorescenz in den Siebröhren zu beobachten. Auf den steilen Fluo- 
rescenzgradienten entlang der Siebröhren, der seinerseits wiederum für 
eine Stauung des Farbstoffes, d.h. für eine Transporthemmung, aber 
gegen eine Aufnahmehemmung sprach, war schon an früherer Stelle 
hingewiesen worden. 
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Unter Berücksichtigung einiger Empfindlichkeitsunterschiede kann 
also auch nach diesen Cyanidversuchen gerade für den Transport eine 
Beteiligung schwermetallhaltiger Fermente angenommen werden. Da 
Luftsauerstoff nicht notwendigerweise hinzuzutreten braucht, scheint es 
sich trotz des Vorkommens von Mitochondrien im Siebröhrenplasma 
nicht um Cytochromoxydase oder um ähnliche Oxydasen zu handeln, 
und es liegt daher sehr nahe, an einen Zustrom von Sauerstoff in irgend- 
einer gebundenen Form innerhalb des Phloems zu denken, der dann am 
Einsatzort in den Oxydationsprozeß einer Sauerstoffatmung mit einbe- 
zogen würde und der an isoliertem Gewebe durch freien Luftsauerstoff 
ersetzt werden könnte. RAcıBoRSKıs Vermutung (1898) der Tätigkeit 
des ,,Leptomins“ als eines Sauerstoffträgers wie im tierischen Blut hat 
sich jedoch bisher nicht bestätigen lassen und setzt auch eine fort- 
laufende Atmung freien Sauerstoffes aus der Luft voraus. Daß eine 
solche nicht unbedingt notwendig ist, zeigen meine Anaerobioseversuche 
an der Blattspreite. RAcIBoRskıs „Leptomin‘“ ist inzwischen als un- 
spezifische Peroxydase näher untersucht worden, aber man hat für ihr 
reichliches Vorkommen in allen Phloemgeweben, auch denen alter 
Pflanzenteile, bisher noch keine Erklärung gefunden. Durch ihre Rolle 
bei der Ligninbildung (FREUDENBERG u.a. 1952, FREUDENBERG u. 
SAKAKIBARA 1959, SIEGEL 1953 u. 1954) wird ein häufiges Auftreten der 
Peroxydase im xylemseitigen Cambium verständlich. Andere Aufgaben 
dieses Fermentes wie auch die im Wuchsstoffhaushalt gehen aus den 
Untersuchungen von JENSEN (1955) und van FLEET (1959) hervor, die 
auf eine besonders hohe Aktivität in embryonalen und wieder embryonal 
gewordenen Geweben hinweisen; für das Phloem kommen diese Deu- 
tungen jedoch alle nicht in Frage. Während sich die experimentellen 
Untersuchungen in dieser Arbeit im wesentlichen auf histochemische 
Nachweise beschränkten (vgl. auch RACIBORSKI und VAN FLEET), müssen 
bei der Erörterung der möglichen Bedeutung der Peroxydase beim Stoff- 
transport auch einige quantitative Faktoren berücksichtigt werden. 
Peroxydase ist cyanidempfindlich wie Cytochromoxydase, was auch bei 
den histochemischen Proben gezeigt werden konnte. Mit einem nur 
unvollständigen Eindringen der Blausäure in die Blattnerven von 
Pelargonium ist, wie schon gesagt, zu rechnen. Außerdem könnte aber 
in den Blattnerven die Stoffaufnahme den reinen Transportvorgang 
teilweise überdecken und daher etwas andere Stoffwechselverhältnisse 
vortäuschen. Neben der ungleichen Cyanidempfindlichkeit verschiedener 
Objekte muß als weiterer und sicherlich noch wichtigerer begrenzender 
Faktor für eine allgemeine Beteiligung der Peroxydase die zur Verfügung 
stehende Menge an Wasserstoffperoxyd angeführt werden. Nach den 
bisherigen biochemischen Untersuchungen ist die in den Pflanzen ver- 
breitete Peroxydase zwar nicht substratspezifisch, aber ziemlich streng 
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spezifisch auf die Mitwirkung von Wasserstoffperoxyd eingestellt 
(HoFFMANN-OSTENHOF 1954, Burris 1960, WoLr 1960). Nur einige 
Alkylperoxyde, die aber in den Zellen ebenso giftig wirken wie H,O, 
selbst, können in weit geringerem Maße verwendet werden. Die für 
unsere Erwägungen wichtige Oxydation von Cytochromen setzt also 
ansehnliche Mengen an Wasserstoffperoxyd voraus. 

Verwendet man die CO,-Abgabewerte von Canny (1960) mit 200 ul/g Frisch- 
gewicht und Stunde, setzt den RQ gleich 1 und rechnet für ein Molekül O, als 
Aquivalent zwei Moleküle H,O, so erhält man den Verbrauchswert von 18 Mol = 
0,6 mg H,O, je Gramm Frischgewicht und Stunde. Sollte wirklich mit Hilfe des 
Peroxyds eine ausgeglichene Atmung stattfinden, und berücksichtigt man den 
Konzentrationsabfall auf dem Wege eines Ferntransportes aus den Blättern, so 
müßte in den blattnäheren Bereichen die Peroxydkonzentration wohl noch höher 
angesetzt werden und erreichte dann schnell Werte von über 0,1% des Frisch- 
gewichtes, natürlich immer noch vorausgesetzt, daß alles H,O, nur für diese At- 
mung verwendet würde. 

Auch von einer ‚„Peroxydaseatmung‘“ ist also nach dem heutigen 
Kenntnisstand kein sehr großer Beitrag zu erwarten, zumal das Peroxyd 
in meinen Versuchen auch nur aus Reserven des Blattes hätte in den 
Leitbündeln zuwandern können. Über andere Sauerstoffträger in der. 
Pflanze ist aber seit RACIBORSKIs Annahme nichts mehr bekannt 
geworden. 

Wenn wir also auch nach den Befunden dieser Arbeit mit einem 

. direkt oder über die Erhaltung der Feinstrukturen in den Siebröhren 
indirekt energieabhängigen Transport rechnen dürfen, so kann über die 
Form der Energiebereitstellung und über den Mechanismus selbst nichts 
Näheres ausgesagt werden, als daß er vom Luftsauerstoff unabhängig 
erscheint, während seine Empfindlichkeit gegenüber Blausäure auf 
schwermetallabhängige Vorgänge hinweist. Über Versuche zur even- 
tuellen Mitwirkung von Adenosintriphosphat als Energieträger beim 
Transport in den Siebröhren, die sich hier natürlich der Überlegung an- 
bietet, soll in einer gesonderten Veröffentlichung berichtet werden. 


Zusammenfassung 


Da heute allgemein eine Regelung des Stofftransportes in den Sieb- 
röhren durch Stoffwechselvorgänge angenommen wird, sollte in der 
vorliegenden Arbeit der Energiestoffwechsel des Phloems und ins- 
besondere die Bedeutung einer Sauerstoffversorgung und Sauerstoff- 
atmung für ein transportierendes Phloem untersucht werden. 

1. Weder durch Anaerobiose am freigelegten Zentralleitbündel des 
Blattstieles, noch durch Sauerstoffentzug an der verdunkelten Blatt- 
spreite von Pelargonium zonale konnte ein Fluoresceintransport aus der 
Spreite durch den Stiel hindurch gehemmt oder beeinträchtigt werden. 
Der Luftsauerstoff scheint also für den Stofftransport in den Siebröhren 
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keine Rolle zu spielen, was mit der Beobachtung übereinstimmt, daB die 
Leitbündel normalerweise ohne alle Intercellularen tief im Gewebe ein- 


‚gebettet liegen. 


2. Als möglicher Ersatz der oxydativen Atmung auch in situ konnte 
an den isolierten Phloembündeln von Heracleum sphondylium die Fähig- 
keit zu einer lebhaften anaeroben Gärung über viele Stunden nachge- 
wiesen werden. Durch 0,1 m Saccharose ließ sich die Gärung anregen, 
durch Cyanid ab 10°? m deutlich hemmen. Bei Sauerstoffzutritt findet 
eine normale Atmung statt, so daß mit dem Vorhandensein eines voll- 
ständigen Atmungssystemes gerechnet werden muß. 

3. Blausäure hemmte den Transport bei lokaler Anwendung am frei- 
gelegten Zentralleitbündel des Blattstieles von Pelargonium schon durch 
Verdampfen aus 1 bis 2 x 10°? m Cyanidlösung sicher und reversibel, bei 
Anwendung an den Nerven der Blattspreite erst über 2x 1072 m. 

4. Da also der Transport nicht vom Luftsauerstoff abhängig, wohl 
aber cyanidempfindlich ist, wurde der bekannten und gerade im Phloem 
reichlich vertretenen Peroxydase (einem Schwermetallferment) neue 
Aufmerksamkeit geschenkt. Mit einer Benzidin-H,0,-Methode konnte in 
den Sieb-, Geleit- und Phloemparenchymzellen von Passiflora coerulea 
und Morus alba eine hohe Peroxydaseaktivität lokalisiert nachgewiesen 
werden. Die Reaktion ist cyanidempfindlich; ein Peroxyd-Peroxydase- 
system könnte daher auch an cyanidempfindlichen, aber weitgehend vom 
Luftsauerstoff unabhängigen Atmungsprozessen beteiligt sein, sofern auf 
anderem Wege genügend Peroxyde entstünden. 

5. Nach den hier aufgeführten Ergebnissen scheint daher der Energie- 
stoffwechsel des Phloems durch eine Reihe von Besonderheiten ausge- 
zeichnet zu sein. Obwohl Luftsauerstoff kaum an den Umsetzungen be- 
teiligt sein dürfte, läßt sich ein voll wirksames Atmungssystem nach- 
weisen. Für die Mitwirkung schwermetallhaltiger Fermente beim 
Transport spricht die Empfindlichkeit gegenüber spezifischen Giften. 
Anaerobe Gärung und eine Atmung mit Hilfe gebundenen und im Phloem 
mittransportierten Sauerstoffes über ein Peroxydasesystem oder der 
Transport energiereicher Verbindungen sind Möglichkeiten der Energie- 
versorgung, denen eine gewisse Bedeutung für den Stofftransport zu- 
fallen könnte. 


Summary 


It is now commonly supposed that transport in sieve tubes is regulated by meta- 
bolic processes. In the present paper the energetic metabolism of the phloem, and in 
particular the importance of oxygen supply and aerobic respiration for the transport 
mechanism in this tissue, is investigated. 

1. Transport of fluorescein from the lamina through the petiole of Pelargonium 
zonale could neither be delayed by anaerobiosis of the exposed central bundle nor 
by depriving the darkened lamina of oxygen. Oxygen, therefore, seems to play 
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no part in transport through sieve tubes. This agrees with the fact that the bundles 
lack intercellular spaces and are generally deeply embedded in tissues. 

2. An intensive anaerobic fermentation, lasting for many hours and acting as a 
possible substitute for oxydative respiration, was demonstrated using isolated 
phloem tissue of Heracleum sphondylium. Fermentation was stimulated by 0.1 
molar sucrose but was markedly inhibited by cyanide concentrations of 10? M or 
greater. Sinee normal respiration was observed in the presence of oxygen, the 
presence of a complete respiratory system must be assumed. 

3. Hydrocyanic acid gas, distilled from a 1 to 2 x 10-* molar solution of cyanide, 
reliably and reversibly inhibited transport after local application at the exposed 
central bundles of Pelargonium petioles; yet a 2x 10-* M or stronger solution was 
required to cause inhibition when applied to the lamina. 

4. Since transport did not depend on oxygen supply, but was nevertheless 
sensitive to cyanide, the localization of peroxidase (a heavy metal enzyme), which 
occurs in considerable amounts in the phloem, had to be considered again. Using 
a benzidine-H,0, method, a high activity of peroxidase could be detected, localized 
in sieve tubes, companion cells, and phloem parenchyma cells of Passiflora coerulea 
and Morus alba. The reaction was sensitive to cyanide, suggesting, therefore, that a 
peroxide-peroxidase system might take part in a cyanide-sensitive respiration. 
Such a reaction should be almost independent of oxygen, provided that peroxides 
are formed in sufficient quantities by other processes. 

5. The results reported indicate that energy metabolism in the phloem may be 
marked by some peculiarities. Although oxygen from the air might not take part 
in the metabolic processes, the presence of’a complete respiratory system is evident. 
The action of heavy-metal containing enzymes in transport is suggested by the 
sensitiveness of the system to specific poisons. Anaerobic fermentation and respira- 
tion with the help of a peroxidase system, which uses bound oxygen transported 
in the phloem itself, or the transport of energy-rich compounds are possibilities of 
the energy supply, which might have a certain importance in the transport 
mechanism. 
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WEITERE UNTERSUCHUNGEN ÜBER DEN GASWECHSEL 
VON BLÜTENBLÄTTERN* 
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Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 13. Juli 1961) 


Einleitung 


Während der Blütezeit treten in den Organen der Blüte stoffliche 
Veränderungen ein, die besonders bei solchen mit kurzer Lebensdauer 
sehr rasch aufeinander folgen. Da sich die Entwicklungsstadien oft am 
äußeren Erscheinungsbild der Blüten gut erkennen lassen und bei vielen 
ephemeren Blüten mit bestimmten Tageszeiten zusammenfallen, muß 
der Stoffwechsel in den aufeinanderfolgenden Stadien leicht zu erfassen 
sein; aus diesem Grunde haben wir in den zurückliegenden Jahren den 
Gaswechsel von Blüten einer Anzahl von Pflanzen, vor allem solcher, 
die nur eine bestimmte und kurze Blühdauer haben, mit dem Hauptziel 
studiert, eventuell qualitative Veränderungen im Gaswechsel nach- 
zuweisen. Von den untersuchten Blüten zeigte nur Hydrocleis nymphoides 
eine deutliche RQ-Veränderung beim Verblühen (Fischer 1958), die 
auf eine Veränderung des Atmungssubstrates deuten könnte. Bei 
anderen Blüten ließ sich auch in einer größeren Anzahl von Versuchen 
nichts ähnliches nachweisen. 

Das so erarbeitete Versuchsmaterial gestattet aber eine Auswertung 
nach der quantitativen Seite, die von Interesse sein dürfte, weil sich 
nicht viele Daten über den Gaswechsel von Blütenblättern, während 
sie verschiedene Entwicklungsstadien durchlaufen, in der Literatur 
finden. Es sollen daher im folgenden die Ergebnisse zusammengefaßt 
werden, soweit sie ausreichen, um den Gaswechsel während des Blüh- 
verlaufes aufzuzeigen. Bei vergilbenden Laubblättern tritt ebenso wie 
bei reifenden Früchten eine vorübergehende Steigerung des Gaswechsels 
ein, bevor die Atmungsgröße bis zum Tode des Gewebes sinkt; an den 
rasch verblühenden Blüten muß sich leicht nachweisen lassen, ob sie 
ein entsprechendes Phänomen aufweisen, wie es beispielsweise EBER- 
HARDT vermutet hat. 


* Herrn Prof. Dr. WALTER SCHUMACHER zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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Methodik 


Zur manometrischen Messung des Gaswechsels (+ KOH-Methode) wurden 
Blütenblätter oder auch (bei Hydrocleis) Scheiben, die mit einem Korkbohrer aus 
Blütenblättern ausgestanzt waren, in kegelförmige Warburg-Gefäßen von 35 bis 
40 ml Inhalt gebracht, die auf dem Boden eine angefeuchtete Filtrierpapierscheibe 
enthielten (vgl. Fischer 1958, 1961). Die Versuchstemperaturen lagen bei 23 und 
24°C. Die Blütenblätter stammten aus dem Freiland; bis zum Beginn der Messun- 
gen muß notwendig eine gewisse Zeit zur Vorbereitung des Versuchs und zum 
Erreichen der Temperaturkonstanz nach Einhängen der Manometer ins Wasserbad 
vergehen (nicht mehr als 11/,—2 Std); während dieser Zeit konnte das Versuchs- 
material die Zimmertemperatur und die Versuchstemperatur annehmen. Wenn 
sich auf diese Weise auch ein physikalischer Ausgleich erreichen läßt, so sind doch 
die physiologischen Wirkungen, die durch den Temperaturwechsel und andere, 
besonders mechanische Einflüsse hervorgerufen werden, schwer zu übersehen. 

Die Wirkung derartiger Faktoren auf den Gaswechsel von Blütenblättern wird 
demnächst RUNKEL in einer ausführlichen Arbeit behandeln; hier sollen nur einige 
Angaben gemacht werden, die die Bewertung der mitgeteilten Zahlen betreffen. 
In den meisten Versuchen fiel im Verlauf mehrerer Stunden nicht nur die Atmungs- 
intensität sondern auch der respiratorische Quotient mehr oder weniger rasch; 
die Blütenblätter verschiedener Pflanzen reagieren in dieser Hinsicht in ver- 
schiedenem Maße. Im allgemeinen fallen Atmungsintensität und -quotient bei 
ihnen im Versuch rascher als bei Laubblättern, die bei der Verwendung der gleichen 
Versuchstechnik in den ersten beiden Meßstunden nur geringe Veränderungen 
zeigten (FISCHER 1961); ebenso verhalten sich von den bearbeiteten Blütenblättern 
die von Oenothera und in vielen Versuchen die von Anoda, dagegen verringern sich 
alle Werte bei Hydrocleis schnell. Schon MAQUuENNE und DEmoussy haben sich 
mit dieser Erscheinung, hinter der sie einen Mangel an notwendigen Stoffen ver- 
muteten (,,épuisement‘“), ausführlicher beschäftigt; welcher Faktor dabei zu 
mangeln beginnt, ist unbekannt, und es läßt sich auch nach unseren Versuchen 
nicht sagen, worauf die Unterschiede zwischen den einzelnen Blüten beruhen. 
Wenn man annehmen könnte, daß die rasche quantitative und qualitative Ver- 
änderung des Gaswechsels bei Hydrocleis mit dem raschen Abblühen dieser Pflanze 
zusammenhängen könnte, so steht dem bei der ebenso kurzlebigen Blüte von 
Tradescantia virginica eine relativ große Konstanz des Gaswechsels in mehr- 
stündigen Versuchen gegenüber, wie hier nur erwähnt werden soll. Knospen sind 
oft, aber keineswegs immer, in dieser Hinsicht ,,empfindlicher“ als geöffnete Blüten. 
Wie schon früher betont wurde (FIsCHER 1958), ist die Wirkung der Vorbehandlung 
auf den Gaswechsel kaum zu eliminieren und der natürliche Ablauf der Atmung 
im Einzelversuch nicht unverändert zu erfassen. Vermutlich werden Atmungs- 
intensität und -quotient im Vergleich zu den natürlichen Verhältnissen in vielen 
Fällen zu niedrig bestimmt, in anderen aber zu hoch, etwa wenn im aufsteigenden 
Ast einer Wundreaktionskurve gemessen wird; es ist fast selbstverständlich, daß 
mindestens in sehr vielen Fällen nicht die ,,richtigen“ Werte gemessen werden 
können, wenn dieser Vorbehalt in den meisten Arbeiten auch nicht besonders 
betont wird. Nach meinen Versuchen und besonders denen von Runket halten 
wir in der Bewertung von Gaswechselmessungen unter nicht kontrollierten Be- 
dingungen, besonders bei isolierten Teilen höherer Pflanzen, große Zurückhaltung 
hinsichtlich der Einzelwerte für angebracht. 

Mit diesem Vorbehalt, der für viele vergleichbare Untersuchungen zu machen 
ist, wird im folgenden versucht, an vier Versuchsobjekten den Gaswechsel der 
Blütenblätter von der Knospe bis zum Abblühen darzustellen. Für diese Blüten 
liegen uns die Ergebnisse einer größeren Anzahl von Versuchen aus verschiedenen 
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Entwicklungsstadien vor; es wird nicht der Einzelversuch ausgewertet, sondern 
die Durchschnittswerte der Messungen aus der 1. und 2. MeBstunde werden jeweils 
für das gleiche Entwicklungsstadium zusammengefaßt. Wenn auch die Streuung 
zum Teil recht groß ist, so lassen sich auf diese Weise doch entwicklungsbedingte 
Veränderungen im Gaswechsel in ähnlicher Weise darstellen, wie es kürzlich für 
Laubblätter geschehen ist. Obwohl die Werte bei Anoda und Hydrocleis aus ver- 
schiedenen Jahren stammen, zeigen sie keine für die einzelnen Jahre charakteristi- 
schen Abweichungen voneinander. Die für diese beiden Objekte schon 1958 
mitgeteilten Einzelversuche sind hier mit ausgewertet worden. 


Versuchsergebnisse 


In den Abb. 1 und 2 sind die Ergebnisse an zwei Oenothera-Arten zusammen- 
gefaßt. Die Blüten öffnen sich in den Abendstunden; sie schließen sich am fol- 
genden Tage früher oder später, 
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Abb. 1. Oenothera berteriana SPACH. Gaswechsel je einem Dop pe Iblock zusam- 

Stunde im Mittel aus der 1. und 2. Meßstunde. Oben: mengefaßt, die Anzahl der 

RQ (aus B), darunter Gasumsätze in ul/h : O, CI CO. 

A Je Blütenblatt. B Je Milligramm Frischgewicht. Versuche geht aus dem 
C Je Milligramm Trockengewicht oberen Teil des Diagramms 


hervor, der die RQ-Werte 

enthält. Die Blüten wurden für die Versuche morgens zwischen 9 und 

10 Uhr gepflückt, entsprechend lag die zweistündige Meßzeit zwischen 

11 und 13 Uhr. Nur die Blüten, die sich in der Entfaltung befanden, 
mußten naturgemäß abends gepflückt und untersucht werden. 

Abb. 1 zeigt für Oc. berteriana eine Zunahme der Atmungsintensität 

je Blütenblatt während des Knospenstadiums bis zur Entfaltung; nach 
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Tabelle 1. Oenothera berteriana Spacu. Frischgewicht und Trockengewicht je eines 
Blütenblattes. (Durchschnittswerte aus den in Abb. 1 dargestellten Versuchen) 














Frischgewicht | Trockengewicht 

mg mg 
Knospe, 1 cm lang . . . . . 10,2 2,1 
Knospe vor dem Aufblühen . 21,1 — 
In der Entfaltung . . . . . 30,2 3,4 
1. Tag nach der Enfaltung. . 38,2 3,1 
2. Tag nach der Entfaltung . - 2,3 
3. Tag:nach der Entfaltung . 30,1 2,3 


dem Aufblühen läßt sich aus den streuenden Werten weder ein ver- 
minderter noch ein gesteigerter Gaswechsel klar erkennen. Im unteren 
Teil der Abb. 1 drückt sich vor 
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nicht wiedergegeben zu werden. Abb. 2. Oenothera lamarckiana Ser. 

Vergleicht man die Abb. 1 Bezeichnungen wie Abb. 1 


und 2, so fällt das Nachlassen 

des Gaswechsels nach dem Aufblühen bei Oe. lamarckiana auf, das bei 
allen Bezugsgrößen deutlich ist. Auf das Blütenblatt bezogen steigt 
auch hier die Atmung während der Entfaltung, sie scheint auch auf 
Trockengewichtsbasis erst nach dem Aufblühen ihr Maximum zu er- 
reichen, während bei Oe. berteriana die Verhältnisse weniger klar sind. 
Auf das Frischgewicht bezogen ist auch hier die Atmung durch die 
Wasseraufnahme während der Entfaltung bestimmt. 
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An ganzen Blüten von Oe. biennis fand A. Mare (1907, Tabelle 2) 
CO,-Werte, die auf Blüte wie auf Frischgewicht bezogen denen aus 
Abb. 2 entsprechen. 

Bei beiden Oenothera-Arten liegen die meisten RQ-Werte um 1 und 
darunter, es läßt sich keine Veränderung in einer bestimmten Richtung 
mit der Entwicklung nachweisen. Bei Oe. berteriana fallen die weit 
über 1 liegenden Werte bei den jungen Knospen auf; sie lassen sich mit 
denen vergleichen, die RUHLAND und ULLRICH in ihrer ersten Arbeit 
über die aerobe Gärung bei Pflanzen angeben: Sie maßen an jungen 
Knospen von Viola tricolor hort. respiratorische Quotienten um 1,3; 
den noch wesentlich höheren RQ-Werten für Viola-Blüten in der Ent- 
faltung läßt sich aus unseren Versuchsergebnissen nichts entsprechendes 
zur Seite stellen!. Schon abgeblühte Oe. berteriana behält die RQ-Werte 
der vorangegangenen Stadien bei, dagegen sind sie am dritten Tag bei 
Oe. lamarckiana auffallend erhöht. Hier ist aber zu erwähnen, daß die 
Blütenblätter in diesem Stadium schon völlig gewelkt und turgorlos 
sind; eine Infektion mit Mikroorganismen und als Folge davon ein 
erhöhter respiratorischer Quotient ist durchaus wahrscheinlich. 

Bei der Malvacee Anoda hastata tritt im Laufe der Anthese eine Umfärbung 
der Kronblätter ein. Die Blüten entfalten sich bei uns im Hoch- und Spätsommer 
für zwei Tage, erst bei kühlem Herbstwetter bleiben sie länger geöffnet. Bei der 
Entfaltung und am ersten Blühtage sind die Petalen rot gefärbt, danach schlägt 
die Farbe vom Rande her fortschreitend allmählich nach Blau um; die Verfärbung 
ist der Beginn des Vertrocknens der Blütenkrone, die am dritten Tage geschrumpft 
und turgorlos ist. 

Über Versuche mit Anoda wurde schon berichtet (FıschER 1958), 
und es wurde bereits damals nach dem unterschiedlichen Verlauf der 
Atmungskurve innerhalb der Versuchsdauer von 4—6 Std vermutet, 
daß sie durch die Versuchsbedingungen, insbesondere durch den Wechsel 
von der Freiland- zur Versuchstemperatur, bestimmt sein könne. In 
Tabelle2 sind die RQ-Werte und Gasumsätze je Blütenblatt aus 
unseren Versuchen zusammengefaßt; die graphische Darstellung würde 
ein mit der von Oe. berteriana weitgehend übereinstimmendes Bild er- 
geben. Die Gasumsätze liegen bei den schon geschrumpften Blüten im 
Durchschnitt etwas niedriger als bei den frisch aufgeblühten ; das gleiche 
gilt für die RQ-Werte. 

Bei der tropischen Wasserpflanze Hydrocleis nymphoides ist die Blütezeit 
besonders kurz. Die Blüten öffnen sich morgens und sind bei warmem Wetter 
schon mittags oder am frühen Nachmittag verblüht; sie sind im hiesigen Institut 
schon mehrfach zu Stoffwechseluntersuchungen verwendet worden. Die Stadien 
des Abblühens lassen sich gut charakterisieren: Zunächst welken die Petalen vom 
Rande her, sie verlieren ihre schwefelgelbe Farbe und werden weiß, ein Zeichen 
für das Absterben von Zellen, das schließlich zum völligen Kollaps des Gewebes 





1 An jungen Knospen von T'radescantia virginica L. fanden wir in einem Ver- 
such ebenfalls RQ-Werte um 2. 
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Tabelle 2 
Anoda hastata Cav. Messungen als Durchschnittswerte der 1. und 2. Meßstunde 
„0m |acom| Re | nn | Tempera- 
je Blütenblatt °C 
Kleine Knospen (völlig ge- 
nn ae —2,9 | +2,9 | —1,00 | 16. 9. 54 24 
Kleine Knospen (Spitzen der 
Blüten sichtbar) . . . . . . — 5,2 | +5,7 | —1,09 | 14.8. 54 24 
Größere Knospen . . . . . . —8,0 | +8,0 | —1,00 | 9.9.54 24 
Blüten am Tage des Auf- 
blühens (rot) . . . . . . . —8,7 | +8,9 | —1,02 | 25. 9. 53 23 
—8,8 | +7,8 | —0,89 | 27. 8. 54 23 
—8,4 | +8,3 | —0,98 | 1. 10. 56 24 
Blüten am Tage nach dem 
Aufblühen (blau) . . . . . —81 | +7,9 | —0,98 | 30. 8. 54 23 
—8,9 | +8,2 | —0,98 | 28.9. 56 24 
Abgeblüht und eingerollt (blau) | —6,5 | +5,8 | —0,90 | 28. 9. 53 23 
—7,7 | +7,4 | —0,96 | 28. 8. 54 23 
— 8,0 | +7,4 | —0,9 | 29.8. 54 23 
—6,0 | +5,5 | — 0,91 | 26. 9. 56 24 

















unter Infiltration führt; an den abgeblühten Korollen sind daher keine Stoff- 
wechselmessungen mehr möglich, so daß keine Stadien nach dem Abblühen wie 
bei Oenothera und Anoda untersucht werden können. Die Knospenstadien lassen 
sich gut unterscheiden: die jungen Knospen sind untergetaucht, 2—3 Tage vor 
dem Aufblühen heben sie sich über die Wasseroberfläche empor, am Abend vor 
dem Aufblühen öffnet sich der Kelch bereits etwas, so daß die gelben Petalen 
sichtbar werden. 

Über einen Teil der Versuche wurde schon 1958 berichtet; ihre 
Zusammenfassung ist nicht wie bei den anderen Blüten ohne weiteres 
möglich, weil teilweise mit ganzen Blütenblättern gearbeitet wurde, 
bei den späteren Stadien aber auch mit ausgestanzten Stücken. So ist 
aus unserem Versuchsmaterial keine völlig exakte quantitative Dar- 
stellung des Gasumsatzes auf verschiedenen Entwicklungsstufen möglich. 
Aus einer Überschlagsrechnung ergibt sich aber eine Veränderung der 
Atmungsgröße, bei der das Maximum, bezogen auf das Blütenblatt, 
schon vor dem Öffnen der Knospe in den frühen Morgenstunden erreicht 
ist; während und nach der Entfaltung sinkt die Atmung bereits etwas. 
Wegen des Gewebezerfalls, der bei Hydrocleis die Untersuchung der 
späteren Stadien verbietet, ist kein vollständiger Vergleich mit den 
Blüten von Oenothera und Anoda möglich ; soweit Hydrocleis untersucht 
werden konnte, fehlt aber jedenfalls eine Atmungssteigerung beim 
Verblühen. 

Hydrocleis ist durch eine ausgeprägte Abnahme des respiratorischen 
Quotienten beim Abblühen interessant (FiscHeR 1958). In Tabelle 3 
sind die RQ-Werte für die untersuchten Stadien zusammengestellt, 
und zwar wegen des erwähnten raschen Absinkens der Werte getrennt 
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für die erste und für die zweite Versuchsstunde. Die RQ-Abnahme, die 
schon vor dem Aufblühen erkennbar ist, unterscheidet diese Blüte von 
anderen (vgl. Fischer 1960; die dort in Tabelle 3, S. 524 angegebenen 
RQ-Werte stammen nur aus den Versuchen der Arbeit von 1958, daher 
weichen die Zahlen von den hier wiedergegebenen umfassenderen 
etwas ab). 








Tabelle 3 
Hydrocleis nymphoides BucHenauv. RQ-Werte. Versuchstemperatur 23 und 24° C 
1. Stunde 2. Stunde 

Knospen, noch submers ... . . - . 1,12 0,98 
Größere Knospen, emers . . . . . 1,21 0,87 
Knospen am Abend vor dem Auf- 

- Setters big + + à. 1,06 | 1,04 | 1,02 | 0,99 | 1,01 | 0,95 
Knospen kurz vor dem Öffnen 

Re NON ER 0,91 | 0,86 | 0,78 | 0,82 | 0,82 | 0,71 
Blüten in der Entfaltung . . . . | 0,89 | 0,78 | 0,89 | 0,94 | 0,78 | 0,85 
Blüten entfaltet . . . . . . . . . 0,78 | 0,79 0,73 | 0,78 




















Die Tabelle zeigt die rasche Verminderung des RQ-Wertes im Ver- 
such; man darf wohl annehmen, daB auch in der ersten Versuchsstunde 
die Werte gegenüber den natürlichen Verhältnissen zu niedrig gemessen 
wurden. Die Veränderung der RQ-Werte mit dem Alter der Blüte 
schon vor dem Aufblühen wird aber deutlich. In den Knospen war die 
während des Versuchs auftretende RQ-Verminderung meist aus- 
geprägter als in den entfalteten Blüten; dies spricht dafür, daß die 
wirkliche RQ-Differenz zwischen Knospen und älteren Stadien eher 
größer ist, als sie gemessen werden konnte. Sie ist also sicherlich als 
real anzusehen, wenn auch die absolute Höhe der Werte von den natür- 
lichen Verhältnisse abweichen dürfte. 


Diskussion 
Atmungsintensität 
Beim Vergleich der Atmungsintensität in verschiedenen Blühstadien 
und mit dem Gaswechsel anderer Organe tritt die Frage der Bezugs- 
größe in den Vordergrund. Die vorstehenden Versuche haben ergeben: 
Auf Organbasis bezogen erreicht die Atmung von den jungen zu 
den älteren Knospen ansteigend ihr Maximum etwa im Stadium der 
Entfaltung (Oenothera, Anoda) oder etwas vorher (Hydrocleis) ; in den 
entfalteten Blütenblättern sinkt sie entweder sehr deutlich (Oe. lamark- 
kiana) oder nur wenig ab (Oe. berteriana, Anoda, Hydrocleis). Bezieht 
man auf das Frischgewicht, so nimmt infolge der starken Wasser- 
aufnahme bei der Entfaltung und Streckung die Atmung schon in den 
Entwicklungsstadien ab, in denen sie je Blütenblatt gerade steigt. Legt 
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man das Trockengewicht zugrunde, so kann der Atmungsverlauf dem 
je Blütenblatt mehr oder weniger entsprechen, wie der Vergleich der 
Abb. 1 und 2 zeigt; neben der absoluten Atmungsgröße entscheidet die 
Veränderung der Trockensubstanz, also Atmungsverluste, Zu- und Ab- 
leitung. Die Stoffbewegungen zu und aus den Blütenblättern sind bei 
den Blüten der verschiedenen Pflanzen durchaus nicht gleich, während 
der Wassergehalt wohl allgemein mit der Entfaltung sein Maximum 
erreicht (Literatur bei FIscHER 1960). 

Soweit sich in der Literatur Angaben über den Gaswechsel im Laufe 
der Blütenentwicklung finden, stimmen sie mit unseren Ergebnissen 
überein. Nachdem schon A. MAiGE (1907) die Bedeutung der Bezugs- 
größe für die Kenntnis der Blütenatmung betont und gezeigt hatte, 
daß bei ganzen Blüten zahlreicher Pflanzen die CO,-Abgabe je Blüte 
von der Knospe bis zur voll entfalteten Blüte steigt, stellte G. Mare 
(1911, Tabelle 5) in Versuchen an der Korolle (ganze Krone oder Petalen) 
den Unterschied zwischen der Atmungsgröße auf Organ- bzw. Frisch- 
gewichtsbasis klar heraus. Obwohl die Angaben über die Entwicklungs- 
stadien nicht genau sind, läßt sich doch auch aus G. Maices Zahlen 
deutlich erkennen, daß bei verschiedenen Pflanzen die Atmung der 
jungen Petalen absolut zunächst ansteigt, während sie wegen der 
Wasseraufnahme gleichzeitig auf Frischgewichtsbasis schon abnimmt. 
Bei den Sepalen liegen die Verhältnisse ähnlich. 

Einige neuere Untersuchungen bestätigen die älteren Arbeiten. So 
atmen nach ULRICH und PAULIN ganze Jris-Bliiten, wenn auf die Blüte 
bezogen wird, während ihrer Entfaltung am stärksten. Dies bestätigt 
auch Aarts, der im Hinblick auf die Haltbarkeit von Blumen mit einer 
größeren Anzahl von Zierpflanzen experimentierte; die O,-Aufnahme 
(manometrisch meist an ganzen Blüten gemessen) verändert sich wäh- 
rend der Entwicklung der Blüten auf Frischgewichts- und Organbasis 
wie geschildert, je Trockengewicht sind die Kurven nicht bei allen 
Blüten gleich. Bei ganzen Rosa- und Gardenia-Blüten (SIEGELMAN) 
sinkt die CO,-Aufnahme je Frischgewicht im Laufe des Blühens (ohne 
Knospenstadium, ‚at normal commercial maturity“) um so schneller, 
je höher die Temperatur ist, bei der das Material gehalten wird. 

Für die Erörterung, ob die Blütenatmung spezifische Züge trägt, 
ist der Vergleich mit Laubblättern angebracht. Fortlaufende Atmungs- 
messungen für Knospen- und Blattstadien sind anscheinend nur sehr 
lückenhaft publiziert worden. Höhere Atmung der Knospen gegenüber 
späteren Stadien läßt sich schon aus GARREAUS Zahlen herauslesen; 
nach Boropin steigt bei jungen T'iliaknospen die Atmung je Knospe 
vom zeitigen Frühjahr bis zum Austreiben. Je nach der Geschwindig- 
keit der Wasseraufnahme wird die Atmung je Frischgewicht früher 
oder später ihr Maximum erreichen, nach welchem sie meist wieder 

Planta, Bd. 57 29 
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geringer wird. Das Maximum je Blatt bzw. je Zelle wird nicht überall 
im gleichen Stadium der Blattentwicklung erreicht (BEzAGU), bei Erd- 
beerblättern liegt es nach ARNEY vor dem Abschluß der Entfaltung. 
Weitere Hinweise geben MAQUENNE und DEMoussy sowie NicoLas; 
über die Atmung in Abhängigkeit vom Blattalter in den voll ent- 
wickelten Blättern gibt es umfassendere Angaben (Zusammenfassungen 
bei JAMES, PAECH und EBERHARDT sowie PRICE). Wenn auch das Bild 
der Atmungsintensität in den jungen Stadien bis zur Entfaltung nur 
in groben Umrissen gezeichnet werden kann, so scheint es doch, daß 
diese bei Blüten- und Laubblättern im wesentlichen gleich sind. 
Gibt es ein At klimakterium bei Blütenblättern ? 


oe 


Die weitere Lebensgeschichte der Laubblatter ist durch ihre wesent- 
lich längere Lebensdauer gekennzeichnet, der bei Blütenblättern in 
manchen Fallen ein Verblühen innerhalb weniger Stunden gegeniiber- 
steht. Bei Laubblättern sinkt die AtmungsgrôBe des Einzelblattes im 
Laufe seines Lebens mehr oder weniger deutlich; bei Blättern, die vor 
dem Absterben vergilben, tritt ungefähr mit der sichtbaren Verfärbung 
eine Atmungssteigerung ein, der ein rasches Absinken bis zum Tode 
des Blattes folgt (Fischer 1961). 

Die hier mitgeteilten Versuche geben keinen Hinweis auf vergleich- 
bare Vorgänge bei Blüten. Bei Oe. lamarckiana ist die sinkende Atmung 
für alle drei Bezugssysteme überzeugend; auch bei den drei anderen 
Objekten tritt kein. Wiederansteigen auf (die etwas höher liegenden 
Werte im untersten Teil der Fig. 1 am 2. Tag beruhen auf einer Ver- 
minderung des Trockengewichts in diesem Stadium). Wie schon er- 
wähnt, haben auch andere Autoren keine Atmungssteigerung gefunden, 
obwohl SIEGELMAns Versuche gerade dieser Frage gewidmet sind; aller- 
dings wendet der Autor selbst ein, daß sein Ergebnis nicht ganz ein- 
deutig sei, weil er mit ganzen Blüten arbeitete, und daher Petalen un- 
gleichen Alters verwendete, wodurch ein kurzdauernder Atmungsanstieg 
verborgen geblieben sein könnte. 

Seit der Fertigstellung des Manuskriptes für meinen Beitrag zum 
Handbuch der Pflanzenphysiologie (Fischer 1960), in der die Frage 
eines Atmungsklimakteriums bei Blüten kurz gestreift wurde, sind zwei 
neue Arbeiten hierzu erschienen. Gemeinsam mit CHow und BIrALE hat 
SIEGELMAN weitere Untersuchungen über die Atmung von Rosenpetalen 
mitgeteilt, und GRIESEL und BraLe haben ihre interessanten Ergebnisse 
an Magnolienblüten ausführlich publiziert. In beiden Arbeiten wurde 
der O,-Verbrauch von Stücken aus Blütenblättern manometrisch in 
Phosphatpuffer bestimmt. 

Die erste Arbeit verfolgt neben Versuchen zur Charakterisierung der 
Blütenatmung und der dabei beteiligten Enzymsysteme die Größe des 
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O,-Verbrauchs in verschiedenen Stadien von der beginnenden Ent- 
faltung bis zur voll aufgeblühten Rose, wobei nur die fünf äußersten 
Petalen untersucht wurden. Die Atmung erreicht ihr Maximum für 
alle verwendeten Bezugsgrößen (Trockengewicht, Gesamt-N, unlösl. P 
und je Zelle), wenn die Blüten voll geöffnet sind. Ein zweiter Anstieg in 
einem späteren Stadium fehlt auch hier; die Autoren betonen, daß das 
von ihnen gefundene (und allgemein verbreitete) Maximum morpho- 
logisch dem Atmungsklimakterium nicht zu vergleichen sei. Nach 
GRIESEL und Braz bleibt bei ausgestanzten Stücken aus Blüten- 
blättern von Magnolia grandiflora die O,-Aufnahme in den letzten 
8 Tagen vor dem Öffnen der Knospen fast gleich, erst mit der Ent- 
faltung findet eine Steigerung statt (Bezugsgröße ist hier das Trocken- 
gewicht); in diesem Stadium setzen zugleich überraschende und sehr 
erhebliche Tagesschwankungen des O,-Verbrauchs mit den höchsten 
Werten in den frühen Morgenstunden ein, die innerhalb der Blühdauer 
von 4—5 Tagen wieder abklingen. Auf diesen Atmungsrhythmus soll 
hier nicht eingegangen werden, da er in der Arbeit von RUNKEL im 
Zusammenhang mit eigenen Messungen diskutiert werden wird. Das 
Maximum der Atmungsgröße liegt (gleich ob man die Morgen- oder die 
Abendwerte zugrunde legt) am zweiten Tage; die Autoren heben selbst 
die zeitliche Übereinstimmung des Atmungsanstiegs mit dem Öffnen 
der Knospen hervor, die erst zur Zeit der höchsten Atmung am zweiten 
Tage voll entfaltet sind. Weil die Atmung auch hier wie bei der Ent- 
faltung von Laubblättern in der Phase der Streckung gesteigert wird, 
möchten wir dieses Maximum nicht als ,,klimakterisch‘‘ ansehen, obwohl 
schon am darauffolgenden Tage mit dem beginnenden Braunwerden 
der Blütenblätter die ersten Zeichen des Verblühens sichtbar werden; 
am dritten Tage sinkt aber auch die Atmungsgröße bereits wieder, 
und ihre Tagesschwankungen lassen nach. 

Zwei weitere Beispiele sind in diesem Zusammenhang noch zu er- 
wähnen. Bei dem besonders intensiv atmenden Appendixgewebe von 
Arum maculatum wird nach JAMES und BEEVERS das Maximum der 
O,-Aufnahme (bezogen auf die gleiche Zahl von Gewebeschnitten) mit 
dem Maximum des Trockensubstanzgehalts erreicht; wegen der starken 
Kohlenhydratverbrennung fällt danach das Trockengewicht stärker als 
die Atmung, so daß eine Atmungssteigerung im älteren Appendix nur 
resultiert, wenn man auf das Trockengewicht bezieht, während der 
Gaswechsel des gesamten Organs bereits stetig geringer wird. — In 
meinen Versuchen an Ipomoea leari und J. tricolor (Fischer 1958, 
Abb. 2A und B) findet sich bei Versuchen, die am Vormittag, also bald 
nach dem Aufblühen der ephemeren Blüten, begonnen wurden, eine 
Steigerung des Gaswechsels bis zum Mittag und Nachmittag, die viel- 
leicht hierher gehören könnte. Wie im methodischen Teil schon betont 

29* 








440 HERMANN FISCHER: 


wurde, läßt sich hier aber nicht ausschließen, daß der Kurvenverlauf 
bei den 7 und 4 Std dauernden Versuchen durch die Versuchsanstellung 
selbst (Temperaturwechsel, Verwundung usw.) bestimmt sein könnte, 
also möglicherweise nicht den natürlichen Ablauf darstellt. Auch hier 
ist also die erneute Atmungssteigerung unbewiesen. (Da die Knospen 
bei Ipomoea wegen technischer Schwierigkeiten nicht untersucht wurden, 
ist keine Zusammenfassung in der Art wie bei Anoda und Oenothera 
möglich.) 

Wenn sich demnach aus unseren Versuchen und aus der Literatur 
ein späteres Atmungsmaximum in den bereits entfalteten Blütenblättern 
nicht feststellen läßt, so möchten wir den allgemein festgestellten Höhe- 
punkt der Atmung nicht als „klimakterisch‘‘ bezeichnen, sondern ihn 
entsprechend den Verhältnissen bei Laub- und Blütenblättern gerade 
als „jugendlich‘‘ ansehen. Daher scheint uns auch der Begriff ,,Reifungs- 
anstieg‘‘ (WoLr 1960, S. CCXIV) zur Bezeichnung dieser Erscheinung 
gemeinsam mit den Atmungssteigerungen bei reifenden Früchten und 
vergilbenden Blättern nicht angebracht, auch abgesehen davon, daß 
die letztgenannten Atmungsgipfel verschiedener Natur sein dürften 
(FıscHer 1961). Für ein physiologisches Verständnis soll dabei nicht 
übersehen werden, daß Blüten- und Laubblätter nach der Entfaltung 
hinsichtlich der Plastiden und ihres Stoffwechsels sich nicht im gleichen 
Zustand befinden: Bei vielen Blüten ist der Übergang vom Chloro- 
plasten zum Chromoplasten schon vor dem Aufbrechen der Knospen 
vollzogen, während bei den Laubblättern die entsprechende Änderung 
erst lange nach der Entfaltung eintritt (SeyBoLp 1943). Wenn ,,Klimak- 
terium‘‘ und Vergilben überall zusammenhingen, müßten sie bei solchen 
Blüten schon in die Zeit vor dem Aufblühen fallen. 

Es muß schließlich darauf hingewiesen werden, daß auch in den 
letzten Lebensstadien von Blütenblättern vorübergehende Steigerungen 
des Gaswechsels vorkommen können. Aarts fand bei der Untersuchung 
ganzer Blüten von Dianthus plumarius, die tagelang in Vasen standen, 
eine erhöhte O,-Aufnahme, die mit dem Zusammenfalten und Turgor- 
verlust der Kronblätter zusammenfällt; danach folgt ein rasches Sinken 
der Atmung, der Kurvenverlauf ist also durchaus ,,klimakterisch‘‘. Die 
Realität der Erscheinung, die auch an isolierten Petalen zu beobachten 
ist, ist nicht zu bezweifeln, da in Versuchen, in denen durch Saccharose- 
zusatz zum Vasenwasser die Lebensdauer der Blüten verlängert wurde, 
der Atmungsanstieg entsprechend später auftrat. An Zungenblüten von 
Dahlien fand RuNKEL gelegentlich in einem Stadium, in dem die Blüten- 
farbe schon von Gelb nach Braun umschlug, eine Atmungssteigerung, 
die ebenfalls später auftrat, wenn die Blüten durch niedrigere Tempera- 
turen länger am Leben gehalten wurden. Diese Beobachtung, über die 
im größeren Zusammenhang berichtet werden wird, ist aber ebenso wie 
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die von Aarts an Dianthus in einem prämortalen Stadium gemacht 
worden, das mit den fraglichen Zuständen bei vergilbenden Blättern 
und reifenden Früchten kaum verglichen werden kann. In unseren 
Versuchen fehlt übrigens bei Oenothera und Anoda, die ebenfalls wie 
Dianthus plumarius unter Verwelken abblühen, eine solche späte 
Atmungssteigerung. Wir möchten sie daher (wie auch Aarts) nicht 
mit den genannten Phänomenen vergleichen, die offenbar Teile der nor- 
malen Entwicklung sind, sondern eher mit Atmungssteigerungen, wie 
sie auch für pathologischen Wasserverlust von Blättern bekannt sind. 


Atmungsquotient 


Hinsichtlich der RQ-Veränderungen lassen sich die Verhältnisse bei 
Blüten- und Laubblättern für die Jugendstadien ebenfalls paralleli- 
sieren: Bei den Knospen liegen die Werte vielfach über 1, bei den aus- 
gewachsenen Blättern um 1 und darunter (Fischer 1960, 1961). Auch 
die Oenothera-Versuche bringen hierzu nichts Neues (über die hohen 
RQ-Werte bei der bereits abgeblühten Oe. lamarckiana vgl. S. 434). 
Die Erhöhung des Gaswechsels bei den vergilbenden Laubblättern nach 
der ,,Reife‘‘ wird von einer mehr oder weniger deutlichen vorüber- 
gehenden RQ-Senkung begleitet, der eine RQ-Erhöhung folgt, die über 
die Einheit hinausgehen kann; diese RQ-Änderungen fehlen bei Blüten- 
blättern ebenso wie der Atmungsanstieg selbst. Im Hinblick auf mög- 
liche Beziehungen zwischen Eiweißabbau und RQ-Senkung bei ver- 
gilbenden Blättern soll hier noch einmal darauf hingewiesen werden, 
daß allein bei Hydrocleis eine ausgeprägte RQ-Verminderung beim 
Abblühen gefunden wurde, also bei einer Blüte, in deren Petalen nach 
SCHUMACHER in dieser Phase der Eiweißabbau besonders intensiv ist. 
Ob dabei auch eine Oxydation der Eiweißspaltprodukte stattfindet, 
ehe die Zellstruktur völlig zusammenbricht, ist nicht bekannt; wenn 
eine solche von einer Atmungssteigerung begleitet wäre, könnte diese 
dadurch verborgen bleiben, daß beim Abblühen die Zahl der atmenden 
Zellen durch Absterben geringer wird. Gerade der rasche Verfall des 
Gewebes mahnt aber zur Vorsicht bei der Deutung der vorliegenden 
Tatsachen. Über den Eiweißhaushalt der Blüten von Oenothera, Anoda 
und Ipomoea ist nichts bekannt. Da es sich hier um Blüten handelt, 
die beim Abblühen nicht turgeszent abfallen sondern verwelken, ist 
nach SCHUMACHER auch bei ihnen ein Eiweißabbau nicht unwahr- 
scheinlich; er wäre aber in diesen Blüten nicht mit einer Atmungs- 
steigerung und RQ-Senkung verbunden. Vielleicht kann man darin 
einen Hinweis sehen, daß die bisher nur vermutete Beziehung zwischen 
Eiweißhaushalt und Gaswechsel beim natürlichen Vergilben von Laub- 
blättern bevorzugt das Eiweiß der Chloroplasten betrifft, also eine 
Komponente, die den Blütenblättern fehlt. 
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Zusammenfassung 


Durch Zusammenstellung der Ergebnisse von Messungen an kurz- 
lebigen Blütenblättern wurde für vier Pflanzen ein Überblick über den 
Gaswechsel vom Knospenstadium bis zum Verblühen gewonnen. 

Auf das Blütenblatt bezogen steigt die Atmung allgemein bis zur 
Entfaltung, während sie auf Frischgewichtsbasis schon während der 
Wasseraufnahme vor dem Aufblühen abnimmt. 

Die respiratorischen Quotienten, die bei den Knospen oft über der 
Einheit liegen, fallen mit dem Aufblühen auf 1 und darunter. Eine 
ausgeprägte RQ-Senkung während des Abblühens findet sich nur bei 
Hydrocleis nymphoides. 

Die Ergebnisse werden insbesondere im Hinblick auf die Frage einer 
etwa vorhandenen ‚‚klimakterischen‘‘ Atmungssteigerung bei Blüten- 
blättern erörtert. Für eine solche ergeben sich keine Anhaltspunkte; 
der Höhepunkt des Gaswechsels ist demjenigen bei der Entfaltung von 
Laubblättern vergleichbar. 


Für ihre verständnisvolle Mitarbeit danke ich Frau ROSEMARIE SCHNEPF, 
geb. LANGBEIN. 
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MODELLVERSUCHE ZUR KLÄRUNG EINIGER PROBLEME 
DER ABGABE VON AMINOVERBINDUNGEN 
DURCH DIE WURZELN HÖHERER PFLANZEN IM BODEN * 
Von 
BURKHARD FRENZEL 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 12. Juli 1961) 


A. Einleitung 

Die in den letzten Jahren von mehreren Seiten durchgeführten Unter- 
suchungen zur Abgabe organischer Substanzen durch die Wurzeln höherer 
Pflanzen haben zum Teil voneinander erheblich abweichende Ergebnisse 
geliefert (Literatur bei BöRNER 1960; FRENZEL 1960; RADEMACHER 
1959). Zwar wurde wiederholt deutlich, daß den Wurzeln höherer 
Pflanzen sowohl bei Anwendung steriler Wasser- als auch steriler Sand- 
kultur lebenswichtige organische Substanzen sehr verschiedener Stoff- 
klassen zu entweiehen vermögen. Ob sich dahinter aber ein aktiver 
Stoffwechselvorgang lebender Zellen oder vielmehr ein passiver Austritt 
der betreffenden Substanzen aus geschädigten, absterbenden oder toten 
Zellen verbirgt, konnte nicht allgemeingültig entschieden werden. Außer- 
dem gab die Tatsache, daß die im Wurzelraum scheinbar nachweisbare 
Substanzmenge bei Anwendung steriler Sandkultur meist wesentlich 
geringer ist als bei steriler Wasserkultur zu berechtigten Zweifeln 
Anlaß, ob die bei steriler Wasserkultur der Versuchspflanzen erzielten 
Resultate tatsächlich auf die natürlichen Verhältnisse übertragen werden 
dürfen, zumal da im Freiland nur in den seltensten Fällen echte allelo- 
pathische Erscheinungen zweifelsfrei erkannt werden konnten, die zudem 
meist auf Ausscheidungen durch Drüsen des Sprosses, nicht aber auf 
Abgaben aus den Wurzeln zurückzuführen sind. Andererseits lassen 
die Erscheinungen der Wirtssuche bestimmter Schmarotzerarten, der 
Rhizosphäre, der Mykorrhiza, der Knöllchenbakterien u.ä. auf Stoff- 
abgaben aus den Wurzeln höherer Pflanzen schließen, die uns heute 
noch vielfach unklar sind. 

Die erwähnten Unstimmigkeiten in unserer bisherigen Kenntnis von 
der Abgabe organischer Substanzen durch die Wurzeln höherer Pflanzen 
machten es wünschenswert, bestimmte Einzelheiten dieses Problem- 
kreises bei Vertretern verschiedener Pflanzenarten mit einheitlicher 


* Herrn Prof. Dr. WALTER SCHUMACHER zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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Methodik zu bearbeiten, denn es scheint, daß manche Unklarheit durch 
die Anwendung unterschiedlicher Untersuchungsverfahren und ver- 
schiedener Versuchsobjekte entstanden ist. 


Nachdem festgestellt worden war, daß wenige Tage alte Sonnen- 
blumenwurzeln bei Sterilkultur auf Knopscher Nährlösung elf verschie- 
dene Aminosäuren und Amide an das Nährmedium abgeben, und daß 
dieser Vorgang vom Stoffwechsel lebender Zellen gesteuert wird (FREN- 
zEL 1960), wurde zunächst untersucht, ob dasselbe auch für Vertreter 
einer anderen Pflanzenart zutrifft. Als Versuchsobjekt diente Pisum 
sativum (‚Kleine Rheinländerin‘“). Außerdem sollte geklärt werden, in 
welchem Maße die mit sterilen Wasserkulturen gewonnenen Erfahrungen 
auf die in mineralischen Böden waltenden Verhältnisse übertragen 
werden dürfen. 


B. Methodik 


In der vorliegenden Untersuchung wurde die Abgabe von Asparagin, Valin, 
Leucin und Threonin durch die Wurzeln von Helianthus annuus sowie Pisum 
sativum mit Hilfe der bereits früher verwandten Defektmutanten von Neurospora 
crassa getestet (vgl. FRENZEL 1960, dort auch Angaben über Kultur und Kontrolle 
der Pilzstämme). Dieses Verfahren wurde gewählt, weil es einerseits sehr spezifisch 
auf die abgegebenen Substanzen reagiert, und da andererseits die Lokalisation 
des sich bildenden Pilzmycels Rückschlüsse auf den Ort, damit aber auch auf den 
Lebenszustand der die Substanzen abgebenden Zellen, bereits makroskopisch zu 
ziehen gestattet. 

Da die Physiologie der Abgabe der geprüften Aminoverbindungen an die 
sterile Knopsche Nährlösung durch steril kultivierte, intakte Sonnenblumenwurzeln 
schon bekannt war (FRENZEL 1957, 1960), wurde zunächst die Abgabe dieser Sub- 
stanzen durch Wurzeln steril kultivierter Erbsenpflanzen geprüft. Hierzu wurden 
die Samen gebeizt (5 min etwa 70%iger Alkohol, 25 min 1%ige wäßrige Brom- 
lösung, mehrmaliges Waschen in sterilem Wasser: Im Mittel wurden etwa 15% 
der Samen durch die Beizung abgetötet. Die überlebenden Samen waren meist 
ausnahmslos steril und entwickelten kräftige Keimpflanzen) und anschließend, 
wie bereits für die Sonnenblumen beschrieben worden ist (FRENZEL 1957), 4—5 Tage 
lang in Reagensgläsern auf Filtrierpapierstreifen, die mit Knopscher Nährlösung 
getränkt waren, im Dunkeln steril kultiviert, bis sich 2—3 cm lange Wurzeln 
gebildet hatten. Hierauf wurden die Keimpflanzen in der Impfkammer in die 
ebenfalls früher beschriebenen Kulturgefäße umgepflanzt, deren Nährlösung vorher 
mit den entsprechenden Pilzstämmen beimpft worden war (Verfahren vgl. FRENZEL 
1960), und 9—10 Tage lang belichtet (16 Std-Tag, 2 Leuchtstoffröhren Osram HNW 
202 T, 4000 Lux im Bereich der Blätter) und belüftet kultiviert. Bei Versuchsende 
hatte sich meist das 5. oder 6. Folgeblatt entwickelt. Nach Ablauf dieser Frist 
wurde noch in den Kulturgefäßen das Mycelwachstum der betreffenden Pilzstämme 
auf den Wurzeln der ,,Wirtspflanze‘ makroskopisch und mit Hilfe der Lupe genau 
untersucht. 

Um die Frage beantworten zu können, ob die Wurzeln der Versuchspflanzen 
bei Sterilkultur auf mineralischem Boden in ähnlicher Weise die zu prüfenden 
Substanzen abgeben wie bei Anwendung steriler Wasserkultur, wurden die steril 
kultivierten Pflanzen, nachdem sie etwa 5—6 cm lange Wurzeln entwickelt hatten, 
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in der Impfkammer einzeln in sterile (im Abstand von 24 Std zweimalige Sterili- 
sation im Dampftopf) Glasrohre gepflanzt (Abb. 1!; Länge der Rohre 300 mm, 
lichte Weite 14 mm), die als ,,Modellboden“ mit Glasperlen (3 mm 9) gefüllt 
waren. Der ,,Boden“ war mit steriler Knopscher Nährlösung übersättigt (Abb. 1). 
Jeweils 8—10 Glasrohre mit dem erwähnten ,,Modellboden‘ (im folgenden als 
„Perlenkultur‘‘ bezeichnet) standen derselben Zahl an Kontrollen gegenüber, in 
denen die Rohre nur mit Knopscher Nährlösung, nicht aber mit Perlen gefüllt 
waren (weiterhin als ‚‚Wasserkultur‘‘ bezeichnet). Die Versuchspflanzen wurden 
mit einem trocken-sterilisierten Wattering direkt unterhalb der Kotyledonen 
(Erbse) bzw. am Wurzelhals (Sonnenblume) in den Rohren befestigt (der Sproß 
war also von diesem Zeitpunkt an unsteril) und im 16 Std-Tag ohne Belüftung des 
Wurzelraumes kultiviert, bis nach etwa 5 Tagen das 3. Folgeblatt (-paar) ent- 
wickelt war. Die Wurzeln wurden während der Versuche verdunkelt. 








Abb. 1. Schematische Skizze eines mit dem Modellboden beschickten Kulturgefäßes. 
G Glasperlen-,‚Boden‘“; K Kapsenberg-Kappe; N Nährlösung; W Wattestopfen 


In der ersten Versuchsreihe sollten Erfahrungen über den Ort der Substanz- 
abgabe aus den Wurzeln der Versuchspflanzen gesammelt werden. Hierzu wurden 
die Rohre nach beendeter Sterilisierung jeweils mit etwa 2 ml Sporensuspension 
(Herstellung der Suspension vgl. FRENZEL 1960) beimpft, und erst danach wurden 
die höheren Pflanzen eingepflanzt. Fortlaufend durchgeführte Lupenbeobachtun- 
gen über die Ausbildung des Mycels in der Perlen- und Wasserkultur ergaben 
Aufschluß über den Ort der Substanzabgabe. 


Die zweite Versuchsreihe hatte zum Ziel, quantitative Angaben über die tat- 
sächlich abgegebene Substanzmenge (in der Nährlösung gelöste Stoffe einschließ- 
lich der adsorptiv an den Perlen gebundenen) zu erhalten. Hierzu wurden die 
Pflanzen zunächst steril ohne Beimpfung mit Neurospora crassa-Defektmutanten, 
wie bereits beschrieben, kultiviert. Nach vorsichtiger Entfernung der Wurzeln aus 
den Rohren wurden bei Versuchsende die von den Wurzeln an das Substrat ab- 
gegebenen Substanzen mit 70%igem Alkohol 12 Std lang kalt extrahiert. Nach 
5—6tagiger Kultur waren in je acht Wasserkulturrohren im Mittel noch 150 ml 
Nährlösung vorhanden (anfangs 240 ml). Dieses Volumen diente als Ausgangs- 
punkt zur Berechnung der erforderlichen Alkoholmenge. Auf dieselben Werte 
wurde durch Zusatz frischer Knopscher Nährlösung die aus den Perlenkultur- 
rohren gewonnene Nährlösungsmenge (aus acht Rohren etwa 50 ml; anfangs 
140 ml) aufgefüllt und mit der entsprechenden Alkoholmenge extrahiert, um in 
den Extrakten der Wasser- und der Perlenkultur ungefähr gleiche Nährsalzmengen 
zu erhalten. Anschließend wurden der Alkohol abdestilliert und die Nährlösung 
auf dem Wasserbad eingedampft. Der Rückstand der Wasser- bzw. der- Perlen- 
kultur-Nährlösungen wurde mit jeweils 40 ml einer Lösung aufgenommen, in der 


1 Diese Rohre standen von früheren Versuchen mit Neurospora bereits zur Ver- 
fügung (Ryan, BEADLE und Tatum 1943); ihre Form war also nicht erst für die 
vorliegenden Experimente entworfen worden. 
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15 g Saccharose, 5 g Ammoniumtartrat und 5 x 10-6g Biotin pro 1000 ml Aqua 
bidest. (Quarz) enthalten waren. Nach 20minütiger Sterilisation im Autoklaven 
(1,5 atm) wurden diese beiden, in 100 ml-Erlenmeyerkolben gefüllten Nährlösungs- 
typen jeweils mit einer Platinschlinge voll Sporensuspension der Valine-less- 
Defektmutante beimpft und 1 Woche lang bei 22—25° bebrütet. Anschließend 
wurde das Trockengewicht des entstandenen, dicht verfilzten Pilzmycels auf der 
Analysenwaage bestimmt. 


C. Versuchsergebnisse 
1. Der Ort der Substanzabgabe an Erbsen- und Sonnenblumenwurzeln 


Bei früheren Versuchen (FRENZEL 1957, 1960) konnte ermittelt wer- 
den, daß Sonnenblumenwurzeln bei Anwendung steriler Wasserkultur 
recht zahlreiche Aminosäuren und Amide an das Substrat abgeben, und 
zwar fast ausnahmslos aus lebenden Zellen, deren Stoffwechsel diesen 
Vorgang steuert. Besonders die Versuche mit Neurospora crassa-Defekt- 
mutanten, aber auch papierchromatographische Analysen, hatten ge- 
zeigt, daß Valin und Leucin vornehmlich von der jungen Wurzelhaar- 
region der Sonnenblumenwurzeln abgegeben werden, und daß die Calyp- 
tra dieser Pflanzen vom Mycel der Leucine-less-Mutante des Pilzes sogar 
überhaupt nicht umsponnen wird. Im Gegensatz hierzu scheiden junge 
Sonnenblumenwurzeln Asparagin und Threonin besonders stark in der 
Wurzelspitze, der Streckungszone und dem Bereich der gerade beginnen- 
den Wurzelhaarentstehung aus. 

Ganz anders liegen die Verhältnisse bei der Erbse. Zwar konnte 
auch bei diesem Objekt mit Hilfe des biologischen Testverfahrens fest- 
gestellt werden, daß die Wurzeln Asparagin, Valin, Leucin und Threonin 
an die wäßrige Nährlösung abgeben. Aber die insgesamt 37 Versuche 
mit 220 Pflanzen zeigten, daß bei etwa 10—14 Tage alten Erbsenpflanzen 
die erwähnten Substanzen nahezu ausnahmslos nur von der Calyptra, 
alten, braun werdenden Wurzeln und von der gealterten Wurzelhaar- 
region abgegeben werden. Lediglich im Falle des Threonins ist auch die 
Streckungszone der Wurzeln an der Abgabe beteiligt. Niemals konnte 
ein nennenswerter Pilzbefall, der auf eine Substanzabgabe schließen 
läßt, in der Region der jungen und der sich gerade entwickelnden Wurzel- 
haare festgestellt werden, und Asparagin, Valin sowie Leucin wurden 
nie in der Streckungszone ausgeschieden. 

Diese Beobachtungen lehren somit, daß den Erbsenwurzeln unter den 
gewählten Versuchsbedingungen die geprüften Substanzen im Gegen- 
satz zu den bei den Sonnenblumenwurzeln herrschenden Verhältnissen 
bevorzugt aus bereits geschwächten oder absterbenden Zellen entweichen, 
so daß dieser Vorgang außer infolge einer Reabsorption der abgegebenen 
Substanzen durch lebende Wurzelzellen kaum vom Stoffwechsel lebender 
Zellen gesteuert werden kann. 
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2. Die Abgabe bestimmter Aminoverbindungen durch die Wurzeln 
von Helianthus annuus und Pisum sativum an einen Modellboden 


Wie bereits erwähnt, wurden vergleichende Untersuchungen über die 
Entwicklung des Pilzmycels als Maß für die von den Wurzeln der höheren 
Pflanze abgegebenen Substanzmengen, sowie als Hinweis auf den Ort 
der Substanzabgabe unter den Verhältnissen der sterilen Wasserkultur 
und der Sterilkultur auf einem Glasperlen-Boden durchgeführt. Ziel 
dieser Experimente war es, angesichts der einander vielfach wider- 
sprechenden Literaturangaben, in der ersten Versuchsreihe Aufschluß 
darüber zu gewinnen, ob die Substanzabgabe durch die Wurzeln von 
Vertretern verschiedener höherer Pflanzenarten in beiden Substraten 
artspezifisch jeweils nach denselben bzw. voneinander abweichenden 
Prinzipien erfolgt. Andererseits war in der zweiten Versuchsreihe zu 
prüfen, ob in einem mineralischen ‚Boden‘ die Stoffabgabe selbst ver- 
ringert wird, oder ob die starke Oberflächenentwicklung des Substrates 
über den Umweg der wesentlich vergrößerten adsorptiven Bindung der 
abgegebenen organischen Substanzen eine herabgesetzte Abgabe der 
geprüften Stoffe im mineralischen ‚‚Boden‘‘ nur vortäuscht. 

In der zuerst durchgeführten Versuchsreihe (59 Einzelversuche, jeder 
aus je einer Pflanze auf Perlenkultur und auf Wasserkultur bestehend) 
wurde am Ort des Mycelwachstums auf den Wurzeln deutlich, daß die 
Abgabe von Asparagin, Valin, Threonin und Leucin durch die Wurzeln 
von Helianthus annuus bei Anwendung der Perlenkultur an denselben 
Stellen erfolgt, wie in der Wasserkultur. Auch in dem ,,Modellboden“ 
wurden die geprüften Aminoverbindungen demnach von lebenden Zellen 
der Sonnenblumenwurzeln abgegeben, aber das Pilzwachstum war in 
dem ,,Modellboden‘‘ außerordentlich viel schwächer als in der Wasser- 
kultur, obwohl beide Substrate reichlich mit Conidiosporen beimpft 
worden waren. 

Aus den Erbsenwurzeln, deren Substanzabgabe, wie oben dargestellt 
wurde, bei der Wasserkultur im Gegensatz zu den Verhältnissen bei 
Helianthus annuus im wesentlichen aus geschwächten, absterbenden und 
toten Zellen erfolgte, entwichen die geprüften Aminoverbindungen bei 
Kultur der Pflanzen auf dem Glasperlen-,,Boden“ ebenfalls nur den 
geschwächten bzw. absterbenden und toten Zellen der Calyptra, der 
alten Wurzelhaarregion, sowie alter brauner Wurzeln. Auch in diesem 
Falle war das Pilzwachstum der Perlenkulturen im Vergleich zu dem- 
jenigen der Wasserkultur sehr gering und entzog sich vielfach voll- 
ständig der Beobachtung, obwohl das Substrat ausreichend beimpft 
worden war. 


Die erwähnten Versuche, bei denen niemals Bilder beobachtet wer- 
den konnten, die von den beschriebenen Erscheinungen abwichen, hatten 
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somit gezeigt, daß in der Perlenkultur weder bei Helianthus annuus 
noch bei Pisum sativum andere Zellbereiche die abgegebenen organischen 
Stoffe liefern als in der Wasserkultur der betreffenden Pflanzenarten, 
wohl aber, daß bei Kultur beider Versuchspflanzenarten auf einem 
‚„Modellboden‘‘ ganz wesentlich geringere abgegebene Substanzmengen 
nachweisbar sind als bei Anwendung der Wasserkultur. Bei genauer 
Analyse des Pilzwachstums in den Perlenkultur-Rohren zeigte es sich 
jedoch, so besonders im Falle der Valine-less-Mutante auf Erbsen- 
kulturen, daß bisweilen zusätzlich zu den die Wurzeln stellenweise 
umgebenden Hyphen ein sehr lockeres Hyphengeflecht einen größeren 
Raum des Perlen-,,Bodens“ durchspann. Diese Beobachtung ließ ver- 
muten, daß die Abgabe der Aminoverbindungen durch die Wurzeln im 
Modellboden keineswegs so gering ist, wie das Ausmaß des Pilzwachs- 
tums auf den Wurzeln vermuten läßt, sondern daß beträchtliche Sub- 
stanzmengen adsorptiv an den ,,Bodenpartikeln“ eines größeren Boden- 
volumens gebunden werden und damit dem Pilzwachstum nicht mehr 
ohne weiteres zur Verfügung stehen. Hierauf läßt auch die Überlegung 
schließen, daß absterbende oder sehr gealterte Wurzelzellen der Erbsen 
bei der Perlenkultur kaum beträchtlich weniger Substanzen abgeben 
werden als in der Wasserkultur. 

Um die Bedeutung der Adsorption für die erwähnten Unterschiede 
im Pilzwachstum der Perlenkulturrohre gegenüber denjenigen der Wasser- 
kulturrohre zu ermitteln, wurden in der zweiten Versuchsreihe Experi- 
mente durchgeführt, bei denen die von den Wurzeln der Versuchs- 
pflanzen in das wäßrige Substrat bzw. in den Modellboden abgegebenen 
Substanzen extrahiert und zur Bereitung des Nährbodens für Pilz- 
kulturen verwandt wurden, deren Myceltrockengewicht nach achttägiger 
Kultur bei 22—25° C als relatives Maß der aus den Wurzeln in die beiden 
Substratarten entwichenen Substanzmengen diente (Methodik S. 446). 


Bei der Herstellung der beiden Nährböden für die Valine-less-Mutante, die im 
folgenden ausnahmslos verwandt wurde, waren geringe Unterschiede in der Nähr- 
salzkonzentration der aus der Perlen- und der Wasserkultur gewonnenen Extrakte 
unvermeidlich. Es wurde versucht, wie oben beschrieben ist, diese Unterschiede 
weitgehend auszugleichen. Außerdem muß berücksichtigt werden, daß die ver- 
wandten Pilzstämme gegen Unterschiede in der Nährsalzkonzentration des Sub- 
strats in weiten Grenzen unempfindlich sind (Ryan, BEADLE und Tatum 1943), 
so daß die tatsächlich aufgetretenen geringen Differenzen das Pilzwachstum beider 
Nährlösungsvarianten kaum beeinträchtigt haben dürften. Eine weitere Fehler- 
quelle erwächst daraus, daß die Wurzeln aus dem Perlen-,,Boden‘“ herausgezogen 
werden müssen, bevor die Extrakte hergestellt werden können. Es wäre möglich, 
daß hierbei wesentlich mehr Wurzelhaare geschädigt werden als bei Entfernung 
der Wurzeln aus der Wasserkultur. Eine mikroskopische Überprüfung zeigte 
jedoch, daß diese Fehlerquelle vernachlässigt werden kann, da einerseits die Hohl- 
räume zwischen den leicht beweglichen Perlen sehr groß sind und da die Perlen 
andererseits wegen ihrer Größe von den Wurzelhaaren nicht umsponnen werden 
können. 
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Die auf dem Modellboden gezogenen Erbsen und Sonnenblumen 
wachsen innerhalb des Versuchszeitraumes von etwa 5—6 Tagen nicht 
so stark wie diejenigen der Wasserkultur. Dies trifft sowohl für die 
Sprosse, als auch für die Wurzeln zu. Dennoch ist die aus den beiden 
Substraten extrahierbare Substanzmenge absolut, auf jeden Fall aber 
relativ gleich groß, oder meist sogar in der Perlenkultur höher als bei der 
Wasserkultur, wie aus den Werten des Trockengewichtes der auf den 
Extrakten beider Substratarten kultivierten Mycelien der Valine-less- 
Mutante von Neurospora crassa geschlossen werden kann (als Beispiel 
vgl. die Tabelle). 


Tabelle. Frischgewicht von je acht Versuchspflanzen und relative Menge des von den 
Wurzeln dieser Pflanzen abgegebenen Valins nach etwa sechstägiger Kultur auf 
wäßriger Nährlösung bzw. auf dem Modellboden 


























4 “ Trocken- 
Frischgewicht gewicht des 
Nr. des | Versuchspflanze Substrat Sr 
Versuches ee Jus at 8 Sprosse | 8 Wurzeln Ve 
g g g 
5 Pisum sativum Wasserkultur 3,660 4,590 0,1785 
Perlenkultur 3,350 3,210 0,2146 
3 Pisum sativum Wasserkultur 3,900 4,020 0,0888 
Perlenkultur 3,600 3,890 0,1123 
1 Helianthus annuus | Wasserkultur 5,980 3,065 0,2195 
Perlenkultur 5,140 2,520 0,1710 


Die in der Tabelle aufgeführten, sowie die ergänzenden sechs 
Versuche können leider nicht statistisch ausgewertet werden, da das 
Alter, mit dem die Versuchspflanzen auf die Kulturrohre gepflanzt 
wurden, nicht genau gleich war, sondern aus technischen Gründen um 
einige Tage schwankte. Alle Versuche lassen jedoch mit großer Deutlich- 
keit stets dasselbe Prinzip erkennen: Die aus den beiden Substratarten 
extrahierbare Substanzmenge ist bei Anwendung beider Kulturverfahren, 
nämlich der Wasserkultur und der Perlenkultur mehr oder weniger 
gleich groß, bzw. im Falle der Perlenkultur sogar meist um 20% höher 
als in der Wasserkultur, obwohl mit dem früher erwähnten biologischen 
Testverfahren in den durchwurzelten Kulturrohren bei der Perlenkultur 
ganz beträchtlich geringere Mengen von Aminosäuren nachgewiesen 
werden konnten, die den Pilzen zur Verfügung stehen, als im Falle der 
Wasserkulturen. 


D. Diskussion 


Eingangs wurde darauf hingewiesen, daß gegenwärtig keine einhellige 
Meinung darüber besteht, ob die den Wurzeln der verschiedensten 
Pflanzenarten entweichenden organischen Substanzen aus lebenden und 
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vitalen Wurzelzellen stammen (Rovira 19561; Martin 1956, 1957, 1958; 
EBERHARDT und MARTIN 1957; FRENZEL 1957, 1960), oder ob sie viel- 
mehr von absterbenden bzw. toten Zellen geliefert werden (BöRNER 
1956; MARTIN und RADEMACHER 1960; KATZNELSON, ROUATT und 
PAYNE 1954, 1955). Die hier beschriebenen Versuche lehren jedoch, 
daß keine allgemeingültigen Aussagen über den Lebenszustand der die 
Substanzen abgebenden Zellen bei Wurzeln verschiedener Pflanzenarten 
gemacht werden können, da artspezifische Unterschiede in der Art und 
Weise der Substanzabgabe bestehen; denn Jungpflanzen von Helianthus 
annuus geben die geprüften Aminoverbindungen aus lebenden Wurzel- 
zellen und unter ständiger Kontrolle dieses Vorganges durch den Stoff- 
wechsel der einzelnen Zelle, wie auch der gesamten Pflanze ab, wohin- 
gegen den Wurzeln von Pisum sativum dieselben Substanzen absterben- 
den und toten Zellen entweichen. 

Die Tatsache, daß bei Sterilkultur der Versuchspflanzen auf minerali- 
schen Böden nur außerordentlich geringe Mengen organischer Substan- 
zen im Boden nachweisbar sind, könnte den Eindruck erwecken, als fände 
im Boden (im Gegensatz zur Wasserkultur) überhaupt keine nennens- 
werte Abgabe organischer Verbindungen aus den Wurzeln höherer 
Pflanzen statt. Die auf S. 450 beschriebenen Versuche zeigten jedoch, 
daß unter den gewählten Bedingungen bei Erbsen- und Sonnenblumen- 
kulturen mehr oder weniger gleichgroße Mengen Valin aus dem Modell- 
boden und aus dem als Kontrolle verwandten wäßrigen Substrat extra- 
hiert werden können. Früher (FRENZEL 1957, 1960) wurde darauf auf- 
merksam gemacht, daß junge Sonnenblumenwurzeln innerhalb einer 
sechstägigen Sterilkultur auf Knopscher Nährlösung ungefähr gleich- 
große Aminosäuremengen an die Nährlösung abgeben, wie gleichzeitig 
in der gesamten Wurzel in ‚‚freier‘‘ Form vorhanden sind. Hieraus 
wurde geschlossen, daß den wenigen abgestorbenen Calyptra- und Wurzel- 
haarzellen keine Bedeutung bei der Anreicherung der betreffenden 
Substanzen im Wurzelraum lebender Pflanzen zukommt. Die Richtigkeit 
dieser Schlußfolgerung wurde durch die Lokalisation des Ortes der Stoff- 
abgabe mit dem biologischen Testverfahren bestätigt. Da nun bei den 
hier geschilderten Versuchen mit Helianthus annuus die aus dem Glas- 
perlenboden extrahierbare Valinmenge mehr oder wenigerderjenigen glich, 
die aus der wäßrigen Nährlösung gleichalter Pflanzen der Wasserkulturen 


1 Im Gegensatz zu den hier vorgetragenen Versuchsergebnissen nahm Rovira 
an, daß die den Erbsenwurzeln entweichenden organischen Substanzen aus lebenden 
Zellen stammen, da bei 21tägiger Kultur der Pflanzen die Menge toter Zellen, die 
im Bodenextrakt nachweisbar ist, doppelt so groß wie die bei zehntägiger Kultur 
sei, die Menge der abgegebenen organischen Substanzen sich aber nur um 50% 
erhöht habe. Hierbei ist aber offenbar die Möglichkeit der Reabsorption der einmal 
abgegebenen Stoffe durch andere Wurzelzellen übersehen worden, so daß eher 
vermutet werden muß, daß auch bei Rovıras Versuchen die erwähnten organischen 
Substanzen aus geschwächten oder toten Zellen der Erbsenwurzeln stammen. 
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gewonnen wird, kann die nach Entfernung der Versuchspflanzen aus dem 
Glasperlenboden mit Alkohol extrahierbare Valinmenge nicht abgestoße- 
nen und in den Kulturrohren zurückgebliebenen Calyptrazellen entstam- 
men, die bei der Alkoholextraktion zerstört werden. Dasselbe trifft auch für 
die Versuche mit Erbsen zu. Die aus dem ‚‚Boden‘‘ mit Alkohol extra- 
hierbare Menge organischer Substanz muß somit bereits vorher von der 
Wurzel abgegeben worden sein. Da diese Menge im Glasperlenboden 
und in der wäßrigen Nährlösung mehr oder weniger gleich groß war und 
da andererseits im bewurzelten Glasperlenboden im Gegensatz zur 
wäßrigen Nährlösung nur ein außerordentlich geringes Pilzwachstum zu 
beobachten war, muß geschlossen werden, daß die Höhe der Substanz- 
abgabe zwar in den beiden Substraten mehr oder weniger gleich groß 
ist, daß aber im Glasperlenboden infolge der stark vergrößerten Ober- 
fläche der größte Teil der von den Wurzeln abgegebenen Stoffe adsorbiert 
und damit anderen Organismen entzogen wird. 

Die bisher zum Problem der ,,Wurzelausscheidungen“ durchgeführten 
Versuche haben gezeigt, daß die Wurzeln der einzelnen Pflanzenarten 
sehr verschiedene organische Verbindungen abzugeben vermögen (Litera- 
tur bei BÔRNER 1960; FRENZEL 1960; RADEMACHER 1959). Diese Stoffe, 
deren Menge noch durch episodisches Welken der Wurzelhaare (EBER- 
HARDT und MARTIN 1957; KATZNELSON, ROUATT und PAYNE 1954, 
1955) kurzfristig vergrößert werden kann, sind, wie die vorliegenden 
Experimente deutlich gemacht haben, jedoch nach Freisetzung aus den 
Wurzelzellen den Gesetzen der Adsorption an die Bodenpartikel unter- 
worfen (vgl. hierzu Horrmann 1959; GREENWOOD und LEEs 1960; 
WinTER und Brüszwırz 1960), so daß sie zunächst zu einem gewissen 
Grade aus dem Stoffkreislauf ausgeschaltet werden. Es ist allerdings 
zu vermuten, daß auch diese adsorbierten Stoffe schließlich durch Aus- 
tauschadsorption erneut von den Organismen selektiv genutzt werden 
können, wobei höhere Pflanzen und Mikroorganismen der Rhizosphäre 
gleichermaßen beteiligt sein dürften. Wenn auch der Vorgang der Stoff- 
abgabe selbst experimentell untersucht werden kann, so entgleitet hier- 
mit aber das Problem der durch Wurzel-,,Ausscheidungen‘‘ verursachten 
allelopathischen Erscheinungen infolge des komplizierten Wechselspiels 
zwischen adsorbierenden Bodenpartikeln und den den Boden bewohnen- 
den Organismen wahrscheinlich noch lange der exakten kausalanalyti- 
schen Forschung. 


Zusammenfassung 
Die in Ergänzung zu früheren Arbeiten durchgeführten Unter- 
suchungen lehrten folgendes: 
1. Es ist nicht möglich, für alle Arten höherer Pflanzen gleichermaßen 
zutreffende Angaben über den Lebenszustand derjenigen Wurzelzellen 
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zu machen, die verschiedene organische Verbindungen an das Nähr- 
medium abgeben; denn Sonnenblumenwurzeln scheiden mehrere Amino- 
verbindungen unter reger Beteiligung des Stoffwechsels aus lebenden 
Wurzelzellen aus, Erbsenwurzeln geben diese Stoffe hingegen aus ab- 
sterbenden und toten Zellen ab. 


2. Die geschilderten artspezifischen Unterschiede in der Herkunft 
der von den Wurzeln abgegebenen Substanzen treffen sowohl für die 
Kultur der Pflanzen auf einer wäßrigen Nährlösung, als auch in einem 
aus Glasperlen bestehenden Modellboden zu. 


3. Die von den Wurzeln an den Modellboden abgegebene Menge 
Valin (wahrscheinlich aber auch weiterer organischer Substanzen) ist 
derjenigen gleich, die von gleichalten Wurzeln der Versuchspflanzen in 
der wäßrigen Nährlösung produziert wird. Im Boden werden jedoch 
die betreffenden Stoffe durch Adsorption an Bodenpartikeln gebunden, 
so daß der Eindruck des Fehlens einer Abgabe dieser Verbindungen im 
Boden erweckt wird. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei sehr herzlich für ihre Unter- 
stützung der Versuche gedankt. 
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EINIGE ERGEBNISSE ÜBER DEN EINFLUSS VON GERMANIN 
(BAYER 205) AUF DIE PFLANZLICHE ZELLE 


Von 
P. MıLovıpov 
Mit 28 Textabbildungen 


(Eingegangen am 23. Juli 1961) 
Einleitung 

Germanin (,,Bayer 205°, „Suramin‘, „Belganyl‘, ,,Antropyl‘‘, ,,Mo- 
ranyl‘‘, „Naganol‘, ,,Fourneau 309‘) oder Karbamid-m-amino-benzolyl- 
m-amino-p-toluyl-1-naphthylamin-4,6,8-trisulfonan-Na ist ein chemo- 
therapeutisches Mittel, das gegen die Schlafkrankheit, Pemphigus u.a. 
mit Erfolg angewendet wird. Es inhibiert die Trypanosomen-Vermeh- 
rung und hat eine Reihe von interessanten physikalisch-chemischen und 
biologischen Eigenschaften, es schützt z. B. einige Eiweißstoffe (Albumin, 
Kasein, Pepton) gegen Fällung durch Wärme, Sublimat und Tannin, 
verhindert bei Seeigeleier die Befruchtung und die Bildung der Be- 
fruchtungsmembran usw. In saurer Lösung werden dieselben Eiweiß- 
stoffe jedoch durch das Germanin selbst ausgefällt. Im Gegensatz dazu 
fallen die Globuline bei Sublimatzusatz zu den germaninhaltigen Lö- 
sungen aus (Jfkovec und KocıAn 1930, Jfrovec 1943a, b). JiRovEc 
hat gefunden, daß sogar ziemlich konzentrierte Germaninlösungen (1:50, 
1:100) im Laufe von 6—8 Std keinen Einfluß auf die Eier von Para- 
centrotus lividus ausüben, aber schon nach 24 Std wird das Protoplasma 
stärker vacuolisiert als in den Kontrollen, wobei einige Eier zerfallen. 
Für freilebende Infusorien sind sogar hohe Konzentrationen (2%) nicht 
giftig. Nach der Befruchtung solcher Eier mit frischem Sperma zeigte 
sich aber an den Schnitten, daß die so vorbehandelten Eier durch beide 
Germaninkonzentrationen schon nach kurzer Zeit schwer geschädigt 
sind: Es sind ziemlich viele mehrpolige Mitosen zu finden (JiROVEc 
1943b, Abb. 4, Konzentration 0,01%), so daß später die Eier zahlreiche 
Kerne besitzen, ohne sich jedoch in die einzelnen Blastomeren zu teilen. 
Nach einigen Stunden gehen die Eier ein. Bei Paracentrotus lividus und 
Sphaerechinus granularis sind bei der Konzentration 1:500, 1:1000 und 
1:2000 nach 6—8 Std keine Mitosen zu finden, bei der Konzentration 
1:3000 (2—3 Std) sind dieselben zu sehen, aber die Mehrzahl der Eier 
teilt sich nicht. Bei der Konzentration 1:6500 (2 Std) wurden viele 
normale Teilungen, aber auch zwei- und mehrpolige Mitosen gefunden. 
Bei der Konzentration 1:10000 ist die Befruchtung normal, die Teilung 
aber verzögert, da viele Eier drei- und mehrpolige Figuren besitzen. 

30* 
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Die Bildung der Befruchtungsmembran und die Furchung finden nach 
der Einwirkung von Germanin in Konzentrationen von 1:50 bis 1:5000 
nicht statt, wohl aber in der Konzentration 1:10000. Wurden die 
befruchteten Eier nach 1 min in 1:500 Germaninlösung übergeführt, 
so furchen sich nur 60%, andere haben keine Befruchtungsmembran. 
Die 3 min nach Befruchtung übertragenen Eier furchen sich zu 90%, 
die nach 6 min übertragenen verhalten sich normal. In den Präparaten 
der Eier, die 3—6 min (in einigen Fällen 3 Std) nach der Befruchtung 
in 1:500 Germaninlösung übergeführt wurden, kann man Verspätung 
und selbst Ausbleiben der Furchung und viele anomale Mitosen beob- 
achten. In solchen, die 10 min bis einige Stunden nach der Befruchtung 
in Germaninlösung übertragen wurden, fanden sich normale Blastulae. 
Die Konzentration von Germanin, die die Befruchtung hemmt, übt 
also keinen weiteren Einfluß auf die normal befruchteten Eier aus. 

Es war nun von Interesse, den Einfluß des Germanins auf die pflanz- 
liche Zelle zu untersuchen. 


Experimenteller Teil 
A. Material und Methoden 


Junge Keimwürzelchen von Vicia faba wurden mit dem Samen zusammen 
in einer 0,5% wäßrigen Lösung des Germanins eingetaucht, in dem sie 6, 24 oder 
50 Std liegen blieben. Dann wurden sie nach dem Abspülen mit destilliertem 
Wasser entweder sofort mit Nawaschin’s Gemisch fixiert oder in feuchte Sägespäne 
übertragen, wo sie vor der Fixierung noch 24 Std lang weiter wachsen konnten. 
Die Kontrollen blieben 24 Std im destillierten Wasser und wurden dann für 48 Std 
in feucht gehaltenes Sägemehl übertragen. Die Zahl der Versuchsobjekte war 
in jedem Fall 4-6. Die Färbung der Serienmikrotomschnitte wurde mit Heiden- 
hainschem Eisenhämatoxylin bei eventueller Nachbehandlung mit 1%iger wäßriger 
Eosinlösung durchgeführt, einige Schnitte wurden mit Feulgenschem Reagens bei 
eventueller Nachfärbung mit 1%iger Lichtgrünlösung (in 70%igem Alkohol) be- 
handelt. Im ganzen wurden 6 Versuchsserien durchgeführt: bei 6 Std Germanin- 
wirkung, 6 Std Einwirkung + 24 Std Verweilen der Objekte unter normalen Be- 
dingungen, bei 24 Std Germaninwirkung, 25 Std Germaninwirkung + 24 Std 
Wachstum im Sägemehl, 50 Std Germaninwirkung und 50 Std Wirkung + 24 Std 
Verweilen in Sägespänen. Kontrollversuch: 24 Std im Wasser +48 Std unter 
normalen Bedingungen. Die Vorkeimung der Bohnen fand entweder in feuchten 
Sägespänen oder im Wasser (Versuch 5 und 6, Kontrolle) statt. Der py-Wert 
der Germaninlösungen und des dest. Wassers betrug 5,5. 


B. Ergebnisse und ihre Besprechung 

Nach 6stündiger Einwirkung des Germanins und nachfolgender Fixie- 
rung wurden im Wurzelgewebe wenige mitotische Figuren, hauptsächlich 
späte Prophasestadien mit dieken Chromosomen gefunden. Wenn die 
Wurzelspitzen nach 6stündiger Einwirkung des Germanins 24 Std lang 
in Sägespänen weiter wuchsen, so erscheinen die mitotischen Figuren 
in normaler Zahl oder sie konnten auch ganz fehlen. Hier wurden 
außerdem zweikernige Zellen, Kernverschmelzungen in der Interphase 
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und Prophase, polyploide Kerne, weiterhin Mitosen mit unregelmäßig 
verteilten und gekrümmten Chromosomen gefunden (Abb. 8, 20, 21, 
23, 25). Diese Erscheinungen wurden in 2 von 5 Wurzeln gefunden, 
die Zahl der Kernabnormitäten war etwa 50 pro Objekt. Bei 24stündiger 
Einwirkung des Germanins wurden wenige normale mitotische Figuren 
neben einzelnen Spiremen mit den dicken Chromosomen und einigen 
polyploiden Zellkernen gefunden. Hier zeigten !/, der Objekte Kern- 
abnormitäten. Die Zellkerne waren oft den beiden Seiten der Querwand 
dicht angeschmiegt. In den Wurzelzellen wurden Niederschläge, beson- 
ders in den degenerierenden Pleromzellen festgestellt. Die Zahl der 
Abnormitäten war niedrig. Ihr Anteil nahm aber in der nachfolgenden 
24stündigen Wachstumsperiode in Sägespänen bedeutend zu (bis 150 
pro Wurzel). Die Frequenz der Abnormitäten war hier 4/5 (80%). Neben 
vielen normalen mitotischen Figuren wurden folgende Abweichungen 
in den Dermatogen-, Periblem-, seltener auch in Pleromzellen gesehen: 

1. Zweikernige Zellen mit Inter-, Pro- und Metaphasenkernen; dabei 
können die Zellkerne frei in gewissem Abstand voneinander oder eng 
aneinander liegen (Abb. 17, 18, 19, 22, 26). 

2. Verschiedene Stadien von Kernverschmelzung im Laufe der Inter-, 
Pro- und Metaphase. 

a) Interphase. Man erkennt verschiedene Verschmelzungsstadien 
zweier oder mehrerer Zellkerne von gleicher oder ungleicher Größe zu 
einem Kern verschiedener Form und Größe (Abb. 24, 27, 28); dabei 
sind die Verschmelzungsgrenzen oft gut, gelegentlich aber fast nicht zu 
unterscheiden. 

b) Prophase. Die Zellkerne befinden sich in frühen oder späten 
Prophasen und können frei oder dicht aneinander liegen; dabei ver- 
schmelzen sie nicht selten (Abb. 1, 3, 4, 19, 21). Ein sehr interessantes 
Bild ist in Abb. 16 dargestellt: hier sind zwei Spiremkerne miteinander 
durch einen sehr feinen Chromatinfaden verbunden. Man kann die 
Entstehung dieser Figur so deuten, daß in einer zweikernigen Zelle 
beide Kerne simultan die gleiche Teilungsphase erreicht hatten, sich 
dabei wahrscheinlich berührten und dann während des Zellwachstums 
wieder voneinander getrennt wurden, so daß sie mit einer Chromatide 
im Zusammenhang blieben. 

c) Metaphase. Die Äquatorialplatten liegen frei oder sie bilden eine 
gemeinsame Teilfigur (Abb. 2, 5, 6, 7, 11). 

3. Eine weitere Abnormität sind eigenartige ‚Bouquetstadien‘‘. Oft 
sind solche Figuren in verschiedenen Phasen zu finden, in denen ein- 
zelne Chromosomen weit über die Grenzen der Figuren hinausragen, 
wobei sie bogen- bzw. schlingen- oder maschenartig aussehen. Eine 
solche Chromosomenumordnung deutet auf Funktionsstörungen der 
achromatischen Spindel bzw. auf Chromosomen-Aberrationen (Abb. 2, 
7, 8, 9, 14, 15). 
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Abb. 1—28. Keimwurzeln von Vicia faba. Objektiv: Meopta 45 x (Abb. 16: ZeiB Apo- 
chromat HI 90 x), Okular: Leitz Periplan 8x. Negativ-Vergrößerung 330 x bzw. 660 x. 
Bei der Reproduktion verschieden stark vergrößert. Photo A. SUCHA-BEDANOVA. Färbung: 
Abb. 16 Feulgen + Lichtgrün, Abb. 5, 10, 14 Heidenhain + Eosin, alle anderen Heidenhain. 
Abb. 24, 30: Pleromzellen, alle anderen: Periblemzellen. Abb. 8, 20, 21, 23, 25: 6stündige 
Einwirkung von Germanin + 24 Std Wachstum; alle anderen: 24 Std Einwirkung + 24 Std 
Erholung. Vergrößerung: Abb. 22, 27, 28 560x, Abb.5 1060 x, Abb.7, 13 1125x, 
Abb. 6, 9 1250 x, Abb. 16 1900 x, alle anderen: 960 x 


Abb. 1. Verschmelzung der Prophasenkerne. Zellwand nur teilweise gebildet 
Abb. 2. Zwei Metaphasenkerne in einer Zelle 
(Legenden der Abb. 3—16 auf gegenüberliegender Seite) 
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4. Polyploide Zellkerne von verschiedenem Polyploidiegrad, verschie- 
dener Größe und Form in verschiedenen Phasen mit mehreren Kern- 
körperchen (Abb. 24, 27, 28). 

Oft liegen die Zellkerne in den Tochterzellen an beide Seiten der 
neugebildeten Querwand dicht angeschmiegt, so daß sie den Eindruck 
von verschmolzenen Zellkernen machen. Bei stärkerer Vergrößerung 
wird es aber klar, daß sie durch eine Wand getrennt sind, die aber nicht 
immer gut ausgebildet ist. In zahlreichen anderen Fällen kann aber 
die echte Kernverschmelzung in verschiedenen Teilungsphasen vor sich 
gehen, wobei die Querwand sich nur von einer Seite unvollkommen 
bildet und nicht die andere Seite der Mutterzellmembran erreicht. 
Diese Zelle bleibt also zweikernig oder die Zellkerne verschmelzen so, 
daß sie in der Mitte oder an der Seite der Zelle bleiben. Die Querwand- 
reste können dabei verschiedene Lage einnehmen (Abb. 1, 3, 21, 24, 
27, 28). Die Bilder sind typisch genug, in einigen Fällen hat man den 
Eindruck, daß solche Zellwandreste das Verschmelzen der Tochterkerne 
nicht verhindern können. 

Vielleicht ist es zulässig, einen gewissen Parallelismus zwischen der 
Hemmung der Bildung einer Befruchtungsmembran bei Seeigeleiern und 
der der Querwand in den pflanzlichen Zellen unter dem Einfluß von 
Germanin zu suchen. Die Querwand bildet sich bei der Mehrzahl der 
höheren Pflanzen von der Mitte aus zentrifugal, so daß ihre jüngsten 
Teile an der Zellperipherie liegen. Nach PRIESTLEY (1923, zit. NËMEC 
1930, S.198) enthalten die jungen Querwände neben Pektin auch 
Eiweißstoffe. Gegenwärtig ist wohl bereits definitiv bewiesen, daß die 
primäre pflanzliche Zellwand Protein enthält. Den endgültigen Nach- 
weis dafür haben Tripp et al. (1951, zit. ROELOFSEN 1959) erbracht, 
denen es gelungen ist, die primären Zellwände ausgewachsener Baum- 
wollhaare von den sekundären Schichten durch ein mechanisches Ver- 
fahren zu trennen, anzusammeln und in ihnen bis zu 12—17% Protein 
aufzuzeigen. Gerade solche zentral liegende junge eiweißhaltige Quer- 
wandanlagen können unter dem Einfluß von Germanin nicht mehr 
koagulieren, wodurch die Verschmelzung beider sich berührenden Toch- 
terkerne begünstigt wird. Wirkt das Germanin auf die jüngsten peri- 
pheren Zellwandteile, so entstehen zweikernige Zellen von verschiedenem 
Typus (s. Abbildungen). Vielleicht kann man diesen Vorgang mit der 


Abb. 3. Kernverschmelzung in der Prämetaphase. Zellwand nur teilweise gebildet 
Abb. 4. Volle Verschmelzung der Spiremkerne 
Abb. 5 u. 6. Polyploide Äquatorialplatten 
Abb. 7—9 u. Abb. 14. Metaphasenfiguren mit schlingenförmigen Chromosomenausstülpungen 
Abb. 10, 12, 13. Chromosomenbrücken 
Abb. 11, 15. Unregelmäßige Metaphasenfiguren, Abb. 11 polyploide Figur 
Abb. 16. Prophasenbrücke 
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Abb. 17—24. Allmähliche Verschmelzungsstadien von pro- und interphasischen Zellkernen 
Abb. 25. Polyploider Zellkern neben einem diploiden 
Abb. 26. Dreikernige Zelle 


Abb. 27 u. 28. Unvollständige bzw. vollkommene Kernverschmelzung. Zellwand nur 
teilweise gebildet 
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Schutzwirkung von Germanin auf die Zellkolloide in Zusammenhang 
bringen. Das Germanin stört augenscheinlich die Bildung der achroma- 
tischen Spindel. In anderen Fällen dagegen konnte es die Bildung der 
neuen Wand im Phragmoplasten stören oder selbst ganz verhindern 
(wie auch z.B. die Bildung der Befruchtungsmembran bei Seeigeleiern) 
und auch so zur Zweikernigkeit der Zelle führen. Die in unseren Präpa- 
raten gefundenen Strukturen können zugunsten dieser Vorstellung ge- 
deutet werden: die Bildung der Querwände ist oft in verschiedenem 
Grade unvollkommen und kann dann die Verschmelzung der Zellkerne 
nicht hemmen. Eine solche Wirkung des Germanins soll aber nach 
Jirovec in saurer Lösung nicht stattfinden, es bringt hier im Gegenteil 
die Proteine selbst zur Koagulation. Im Gegensatz zu den Richtlinien 
der Fa. Bayer für den Gebrauch von Germaninlösungen, nach denen 
diese mit Lackmus neutral reagieren sollen, zeigten unsere Germanin- 
lösungen in destilliertem Wasser einen py-Wert von 5,5. Wie diese 
Lösungen im Zellinnern reagieren, ist uns unbekannt. 

5. Chromosomenbrücken in der Ana- und Telophase traten verhältnis- 
mäßig selten auf. Es waren aber gelegentlich auch doppelte Brücken 
zu sehen (Abb. 10, 12, 13), wobei die Verbindungsfäden sehr dünn und 
lang sein konnten und an ähnliche Strukturen bei Bestrahlung mit 
Radiumstrahlen erinnerten (MıLovıpov 1929). 

Nach der Einwirkung von Germanin während 50 Std wurden nur ein- 
zelne Teilungsfiguren, hauptsächlich Prophasen, gefunden. Gelegentlich 
blieben Mitosen ganz aus. Die Zellkerne zeigten Neigung zur Pyknose. 
Die Ruhekerne färbten sich nicht selten schwach. In den Zellen des 
Periblems traten reichlich Niederschläge auf, nicht aber in den Plerom- 
zellen. Die degenerierenden Zellen an der Grenze von Periblem und 
Plerom enthielten Vacuolen und bizarre Niederschläge (,,Koazervate‘‘). 
Nach 50stündiger Einwirkung des Germanins und nachfolgendem 24stün- 
digem Wachstum in feuchtem Sägemehl sieht man in allen Wurzelteilen 
ein normales Bild mit genügender Mitosenzahl in allen Teilungsphasen. 
Niederschläge wurden besonders in der Wurzelmitte gefunden, wo eine 
Reihe degenerierender, mit Niederschlägen erfüllter Zellen und Kerne 
zu bemerken waren. Im Kontrollversuch (24 Std Wasser + 48 Std Säge- 
späne) verliefen die Mitosen ungestört. Niederschläge sind hier selten. 

Die erwähnten Mitoseabnormitäten wurden also in 3 Versuchsserien 
gefunden, und zwar in 20, 40 bzw. 80% der Objekte. Die Bewertung 
der Mitoseanomalien wurde dabei ganz allgemein, nur visuell, nicht 
statistisch durchgeführt. Die annähernde Totalzahl solcher Abweichun- 
gen betrug ungefähr 30—150 pro Würzelchen. Wir können die Mit- 
wirkung von anderen Außenfaktoren, wie mögliche Temperatur- und 
Feuchtigkeitsschwankungen während des Versuches, mechanischen 
Druck usw. nicht ganz ausschließen. Jedoch wurden solche Teilungs- 
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abnormitäten im Kontrollversuch nie gefunden. Das Germanin mit 
seinem hohen Molekulargewicht (1448) dringt wahrscheinlich in das 
pflanzliche Gewebe sehr langsam ein. Bei Tieren kann dieser Vorgang 
schneller verlaufen, so daß für die antimitotische Wirkung hier schon 
viel niedrigere Konzentrationen genügen. So fand z.B. JiRovEc bereits 
Effekte bei 0,01%. Die von ihm erwähnten mehrpoligen Figuren wurden 
von uns jedoch nicht beobachtet. 


Zusammenfassung 

Germanin in 0,5%iger wäßriger Lösung bringt nach 6stündiger Ein- 
wirkung die Kernteilungen in den jungen Keimwurzeln von Vicia faba 
allmählich zum Stillstand; diese erscheinen aber nach 24stündigem 
Wachstum in feuchten Sägespänen von neuem. Ähnliches tritt auch 
nach 24stündiger Einwirkung von Germanin auf, wenn die Würzelchen 
nach dieser Behandlung 24 Std unter normalen Bedingungen verbleiben. 
In drei von diesen vier Versuchen wurden verschiedene Mitosestörungen 
wie Zweikernigkeit, Kernverschmelzungen in verschiedenen Teilungs- 
stadien, Chromosomenbrücken, Polyploidie, abnormale Teilungsfiguren 
usw. gefunden. Nach 50stündiger Einwirkung werden die Mitosen bei- 
nahe oder ganz eingestellt, sie erscheinen aber nach 24stündiger Er- 
holung von neuem. Im Kontrollversuch (24 Std Wasser + 48 Std Säge- 
späne) blieb das Aussehen der Würzelchen normal, es entwickelten sich 
auch normale mitotische Figuren. Am stärksten war der Effekt des 
Germanins nach 24stündiger Einwirkung und nachfolgendem 24stün- 
digem Wachstum in Sägemehl. 

Frau J. BurrANov bin ich für ihre wertvolle technische Mitarbeit sehr zu 
Dank verpflichtet. 

Herrn Kollegen Prof. Dr. O. Jirovec danke ich bestens für die liebenswürdige 


Überlassung von Germanin und für die Anregung, die Wirkung dieses Heilmittels 
auch an pflanzlichen Zellen zu prüfen. 
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ÜBER DIE NATÜRLICHEN INDOLVERBINDUNGEN 
IM BLUMENKOHL* 


Von 


Franz MÜLLER 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 24. Juli 1961) 


Einleitung 

Bereits 1939 und 1940 hat LiNSER erstmalig auf den ungewöhnlich 
hohen Gehalt verschiedener Kohlarten an Indolverbindungen hinge- 
wiesen. Durch die Anwendung modernerer Trennungsmethoden, beson- 
ders der Papierchromatographie und Papierelektrophorese, konnten im 
letzten Jahrzehnt genauere Angaben über die chemische Struktur einiger 
Indolderivate in den als Gemüse angebauten Züchtungsformen von 
Brassica oleracea gemacht werden. Hierbei sind vor allen Dingen Weiß- 
kohl, Sprossenkohl und Wirsingkohl untersucht worden (Literatur bei 
Gorpon 1954; MELcHIoR 1958 und BENTLEY 1958). 

Aus Blumenkohl (Brassica oleracea var. botrytis L.) haben WELLER, 
Wirrwer und SELL (1954) die B-Indolylessigsäure (IES)! und zwei 
weitere Indolverbindungen isoliert. KEFFORD (1955) hat das Vorkommen 
der IES und eines Stoffes nachgewiesen, den er für das B-Indolylaceto- 
nitril (LAN) oder die B-Indolylbrenztraubensäure (IBTS) hielt. Von 
LinsER, KIERMAYER und YoussEr (1958) und LinsER, YOUSSEF und 
KIERMAYER (1958) ist neben kleineren Mengen von IES das IAN gefunden 
worden; die gleichen Autoren haben auch das Vorkommen der ß-Indolyl- 
carboxylsäure (ICS) und der IBTS als wahrscheinlich angenommen. 

Die chlorophyllfreien, gestauchten Blütenstandsanlagen — die Blu- 
menkohlrosen — stellen ein sehr geeignetes homogenes Gewebematerial 
für Versuche über den enzymatischen Abbau von synthetischen Indol- 
verbindungen dar (2. Teil dieser Verôffentlichung). Eine genauere Unter- 
suchung der nativen Indolverbindungen des Blumenkohls erscheint daher 
wünschenswert. Sie ist nämlich eine wichtige Voraussetzung für den 
späteren Vergleich der nativen Indolverbindungen mit den Produkten, 
die nach Infiltration von synthetischen Indolderivaten im Gewebe 
entstehen. 

* Erster Teil einer Dissertation der Naturwissenschaftlich-Philosophischen 
Fakultät der Justus Liebig-Universität, GieBen. 


1 Die Abkürzungen der Indolverbindungen sind auf S. 467 und in Tabelle 1 
zusammengestellt. 
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Darüber hinaus sollte durch die quantitative Bestimmung einzelner 
Indolverbindungen festgestellt werden, wie sich ihre Menge im Gewebe 
während der Entwicklung der Pflanzen ändert. 

Hierfür war es notwendig, die Extraktions-, Identifikations- und 
quantitativen Bestimmungsmethoden so auszuwählen, daß sie direkte 
stoffliche Aussagen über die einzelnen Indolderivate gestatten. Weiter 
sollten sie für die Reihenuntersuchungen des 2. Teils der Veröffentlichung 
geeignet sein. Auf biologische Tests, bei denen bekanntlich nur indirekt 
über die Wuchsstoffwirksamkeit auf das Vorliegen bestimmter Mengen 
an Indolverbindungen geschlossen werden kann, wurde aus den er- 
wähnten Gründen verzichtet. 


I. Material und Methode 


1. Pflanzenmaterial 


Alle Versuche wurden mit der Blumenkohlsorte „Erfurter Zwerg‘ durch- 
geführt. Die Pflanzen wurden im Gewächshaus herangezogen. 


2. Extraktionsmethoden 


Bei der Extraktion müssen alle natürlich vorkommenden Indolverbindungen 
aus dem Gewebe herausgelöst werden, ohne daß sie sich verändern. Eine gute 
Auftrennung mittels der Papierchromatographie und der Papierelektrophorese 
kann nur dann erreicht werden, wenn die Extrakte wenig Begleitstoffe enthalten. 
Aus diesem Grunde wurden nach einigen Vorversuchen Wasser und Alkohol als 
Extraktionsmittel ausgeschieden. Auch das Kochen des Gewebes bei der Extrak- 
tion schien mir wegen der eventuell entstehenden Umwandlungsprodukte nicht 
ratsam. Ebenso kam eine Reinigung der Extrakte durch Ausfällen der Begleit- 
stoffe nicht in Frage, da hierbei die Indolverbindungen an den voluminösen Nieder- 
schlägen adsorbiert werden können. 

a) Extraktion von frischem Material mit Äthyläther. Das in kleine Stücke 
geschnittene Pflanzenmaterial wurde mit der vierfachen Menge Äthyläther 20 Std 
im Kühlschrank (2—4°C) extrahiert. Danach wurde der Äther abgegossen und 
unter leichter Erwärmung und vermindertem Druck zur Trockene eingeengt. 
Der trockene Rückstand wurde darauf mit wenig Äthanol aufgenommen. 

b) Ätherextraktion von gefriergetroeknetem Pflanzenmaterial. Das sauber ge- 
waschene Pflanzenmaterial wurde zerkleinertund im Gefriertrockner unter Vakuum 
getrocknet (50g Frischmaterial in 20—25 Std). Das trockene Material wurde 
anschließend im Kühlschrank 20 Std mit Äthyläther extrahiert. Die Weiter- 
behandlung des Extraktes erfolgte wie bei der Extraktion von Frischmaterial 
(Extraktion a). 

€) Ätherextraktion von gefriergetrocknetem Pflanzenmaterial mit anschließender 
fraktionierter Aussehüttelung. Das gefriergetrocknete Gewebe wurde fein zerrieben 
und mit Aqua dest. versetzt. Nach kräftigem Schütteln wurde es mit konz. NaHCO, 
auf pr—=8 gebracht und dreimal 10 min lang mit je 100 ml Äther ausgeschüttelt. 
Nach Ansäuern mit konz. HCl auf pp=3 wurde abermals dreimal mit Äther 
ausgeschüttelt. Die beiden Ätherphasen wurden zur Trockene eingeengt und wie 
bei der Extraktion a die Rückstände mit wenig Äthanol aufgenommen. 

d) Fraktionierte Âtheraussehüttelung von Preßsaft. Das gewaschene Pflanzen- 
material wurde unter Zusatz einer geringen Menge von festem NaHCO, in einem 
Homogenisator gründlich zerkleinert. Aus dem homogenen Gewebebrei wurde 
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darauf durch Auspressen in einem Leinentuch der Rohpreßsaft gewonnen. Erfah- 
rungsgemäß ist das Ausschütteln dieses Preßsaftes sehr schwierig, da sich die 
Wasser- und die Ätherphasen nicht voneinander trennen, sondern ein gallertiges 
Gemisch ergeben. Deshalb wurde der Rohpreßsaft vor dem Ausschütteln ultra- 
filtriert, um auf diese Weise die hochmolekularen Stoffe abzutrennen (vgl. Spar- 
MANN und SCHNEIDER 1955). Ich verwendete dazu ein Druckfiltriergerät der 
Membranfiltergesellschaft Göttingen mit Ultrafeinfiltern (Porendurch 10 bis 
20 mu). Der Stickstoffdruck betrug 25—30 atm. Durch intensives Schütteln der 
ganzen Filtrieranlage ließ sich für 35 ml Extrakt die Filtrationszeit von 7 auf 2 Std 
herabsetzen. Der filtrierte Preßsaft wurde darauf, wie bei der Extraktionsmethode c 
angegeben, sauer und basisch ausgeschüttelt. 

Die Extrakte wurden in der Regel sofort chromatographisch weiterverarbeitet; 
falls das ausnahmsweise nicht möglich war, wurden sie bis zur Verarbeitung bei 
+2°C im Kühlschrank aufbewahrt. 





3. Papierchromatographie 


Nach einigen Vorversuchen erwies sich die aufsteigende, eindimensionale Me- 
thode (v. DENFFER, BEHRENS, FiscHER 1952) für meine Zwecke am geeignetsten. 
Die dabei erhaltenen Chromatogramme sind außerdem für die quantitative Aus- 
wertung sehr gut zu verwenden. Als Chromatographierpapier benutzte ich aus- 
schließlich die handelsübliche Sorte S & S Nr. 2043b Mgl. Die Streifen waren in 
der Laufrichtung der Bogen 30 cm lang und 4 bzw. 8 cm breit. Die Extrakte wur- 
den mit einer Mikropipette (Blutzuckerpipette) 4 cm vom unteren Rand als Strich 
über die ganze Streifenbreite aufgetragen. Die Chromatographie wurde bei schwa- 
chem Licht in Glasaquarien (20x 20x 33 em) durchgeführt, in denen das Lösungs- 
mittel Isopropanol/Ammoniak/Wasser bei einer Temperatur von 20°C in 10 bis 
12 Std etwa 28 cm hoch stieg. Die Streifen wurden darauf an der Luft getrocknet 
und mit den Nachweisreagentien besprüht. 

a) Lösungsmittel (Steigflüssigkeiten). Als Lösungsmittel wurden für die Auf- 
trennung meiner Extrakte Isopropanol/Ammoniak 25%ig/Wasser (80:5:15), 
n-Butanol/Eisessig/Wasser (80:5:15) und Aqua dest. verwendet. Am günstigsten 
war die Verwendung von Isopropanol/Ammoniak/Wasser; die Angaben von R,- 
Werten beziehen sich daher stets auf dieses Lösungsmittel. 

b) Nachweisreagentien (Sprühreagentien). Für die Identifizierung der Indol- 
verbindungen auf den Chromatogrammen sind außer den R,-Werten die Färbungen 
der Reaktionsprodukte mit verschiedenen Sprühreagentien wichtig. Daher wur- 
den alle mir zur Verfügung stehenden Indolverbindungen chromatographiert und 
mit verschiedenen Nachweisreagentien behandelt. Die Farben der Indolderivate 
mit den fünf geeignetsten Sprühreagentien sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 

e) Zusammensetzung der Nachweisreagentien. Perchlorsäure-Reagens (Sal- 
kowski-Reagens). 175 ml Aqua dest., 25 ml Perchlorsäure (35%ig) und 0,4 ml 
0,5 mol. FeCl,-Lösung. Trocknungszeit: 30 min bei 50° C. 

p-Dimethylaminobenzaldehyd - Reagens. 2g p- Dimethylaminobenzaldehyd in 
80 ml 95% igem Athanol und ‘20 ml 6 n-HCl gelöst. Trocknungszeit: 30 min bei 

50°C (ARMSTRONG et al. 1958). 

Vanillin-Reagens. 1%ige Lösung von Vanillin in HCl (1,16). Trocknungszeit: 
15 min bei 50°C. 

Zimtaldehyd-Reagens. 5 ml Zimtaldehyd in 95 ml 96%igem Äthanol und 5 ml 
konz. HCl gelöst. Trocknungszeit: 30 min bei 50°C (Sen u. LeoroLp 1954; 
SEN 1959). 








Franz MÜLLER 





"HePHo 897 pun L9F 'S 





pe puis uoryuodesaynadg Jop uoSunzmyqy ld z 


‘LOPS FHV ojougng SUIS A g 


‘U9pIOM JlorydeiSoqewoigo Yydru IST GLAT Ad ı 












































as € qrazıoy 4193 8801 uneaqoy OMRSTFUBIUJUV-AXOIPÄH-E 
q93 q93 OBUuRB10q[93 Sangsprueayyuv 
her qrazıoy qraaııoy qre393uui0 uneaqoy upuomuAy-I‘p 
= _- — — omgsusmuAy 
£ UNBIqII04 £ |JoSuvioqros 8801 oZu810q[93 nequeas yejooeLk[opur-g 
pusy 107307 
-ofA yuı unız NN 
unadönerq VAdNEN 
e TOM “OA'HN 28u810q193 € q193 Lt upueing 
UnBIqATIO VaNBN q193 I q193 q193 € qos TOpulrxO 
€ unsaqjoy £ [qroSoSuuio| T |oSuvuioqgyos I 449J0TA I qoarqooy TopurkypM-3 
SunqueA 931} 
-10J08 oujoy | ‘yyuux I q193 € Jjqmsosueıo| I MIOIOIA I TBI GIVO[OTA I |oSuerounezq 1oyexs 
479707 AnBIq 
910708 yyuex I 9014904 £ oSuwioqo8| I e801 I Sil I BSOIAZUBIO jopuı 
Fan ma UHPAUUIN I q1a3 € uneiqqjos | T [aroraneıq| I LU I Y49T0fAnBı3 (wal) weydogdAaL-I‘p 
90[0fA PUB 
‘nelq "yyueX € q193 I q193 I II9T0TA I “II T |10rAunuiq (OXL) Toydoyd Ary, 
MOIOTAUNEIQ | UHPAUIN | ¢ q193 & esoruneiq | I 179[01A I qe10rA I 449T0TA (FL) oseg-uyurezd Ary, 
ar 9‘9 unviq) HANA 
3r ¢‘9 qjo3 | UlpIzueg ¢ gorqooy g Josuwiogpo3| 9 nmdmd ¢ qoxqoou 9 98u810 (VI) pAyoprer£fopuI-d 
€ |qrososuwo| ¢ q193 ¢ q193 I 99901014 I mann (NVI) 1H91007998[410pur-g 
10 
qiososuulo| € ATI0qI93 q193 € 97 9T0TANGTG € -Zzynuyos (MVI) pruregooep<jopuf-g 
unuiq}oi NN I oSuviousoi| J |oSuuioqros I unaıanerq I o8u810q193 AINBS[AIIBIAIOPUT -g 
uor}An pay ı(SLEI) 9108S 
08310708 |l'ONSV we o8uvio q193 uneiqq[93 unasaro 99J0TAuNBAIq -uoqnei4yzueiq[A[opuy-¢ 
§ |oSuwiorioy I ATI0q198 I II9T0TA 9391014 aBu10 AIMPSUOTFUTAIOPUT -# 
€ i ep I uneiq I I3970FA I YI9T0TA I II9T0FA. z[esummeM-SeI 
al 
uneiqq[os NN £ -yorun.ıs I uneiq I 43970FA I Y4I9701A I 4I9T0TA (SI) Janysıogyanqt<fopuI-d 
uneiq{[oy NN £ |quesosuwo| I unuiq I jmerqygofota| I nu1q73910FA I LU (Sal) omysuoldord]Ajopuy-g 
£ |9910rAnuIql I 9791074 I Y99I0fA 10480] AQ} Y-SAI 
€ andımd I uneiq [oq I 499T0TA I JPI0TARBTq I 8804 z[esummeM-SHI 
uso NN & 88041 I uneaqqjo3 | T |J010pAnuIq| I 9070FAnaıq T 8801 (SUI) ommysaysso[Ajopuy-¢g 
79/9} Anuıq (SOI) 
9410708 ‘uquux I eımoy g |loSuwroqgjo8 1 98041 I 999104 I e8uwio AIMmpS[ÂXOQIBOITAIOPUT -g 
= Be EB EB "= 
oquex :SU08UOT Ë oqıad 5 ë oqıe 3 ë oquex ë ë oquex Ë oqueï 
® 
ana ea 
s pAuoprezuoqourure suoduoy 
uopyuo3uoy 919719 M IOH-"ON®N pAyepreyurz upmpusA -LAYJOUTIG -OINYSLOTYOIOT 
WOTJUOFZVOISTOMYOV NT 








‘qaynjosue ‘uoqoñlo uouoz 
07q19708 Bynoputo yoou (wo F operquosieyg) uowweıdogewory uep ne oIp ‘uoBuoy-87 orp puis „In ur oSuo* oypedg op uf 
uayuabnowynidg uauaparyosiaa pou uabunpurqisajopuf sayosuyayjuhs UAUOUYVILQUO TI "I OITOqeL 





VER, ONU Gus We Swe 





Über die natürlichen Indolverbindungen im Blumenkohl 467 


NaNO,-HCl-Reagens. Frisch bereitete Lösung von 1g NaNO, in 100 ml 
n-HCI. Trocknungszeit: 10 min bei 100°C. 

Xanthydrol-Reagens (Xanth.). 10 ml einer 10%igen methanolischen Xant- 
hydrol-Lösung in 10 ml Eisessig. Trocknungszeit: 15 min bei 50°C oder Aus- 
wertung gleich nach dem Sprühen (Indol und B-Indolylcarboxylsäure!). (UpEN- 
FRIEND 1955; abgeändert.) 

a-N itroso-B-Naphthol-Reagens (NN). Die Chromatogramme wurden zunächst 
mit einer 0,01%igen äthanolischen Lösung von «-Nitroso-ß-Naphthol und an- 
schließend mit 10%iger HNO, besprüht. Trocknungszeit: 15 min bei 90° C. 

Benzidin-Reagens (van Ecks-Reagens). 5 g Benzidin in 100 ml Eisessig. Trock- 
nung an der Luft bei Zimmertemperatur (SEN u. LEOPOLD 1954). 

2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagens (DN PH). 0,4%ige Lösung von 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin in 2n-HCl. Trocknung an der Luft bei Zimmertemperatur. 

Ninhydrin-Reagens. 0,2%ige Lösung in 96%igem Äthanol. Trocknungszeit: 
10 min bei 100°C in einem mit Wasserdampf gesättigten Thermostaten. 

Natrium-Nitroprussid/Acetaldehyd (NaNPA). 5g Natrium-Nitroprussid in 
100 ml 10%igem wäßrigen Acetaldehyd. Unmittelbar vor dem Verwenden 2g 
Na,CO, zusetzen. Trocknungszeit: 10 min bei 100°C (Haıs u. Macex 1958). 

A i dat-Reagens (NH,VO,)'. Gesättigte Lösung von Ammonium- 
vanadat in Aqua dest. Trocknungszeit: 10 min bei 50° C. 

Ammoniakalische Silbernitrat-Lösung (am. AgNO,). 50 ml Ammoniak-Lésung 
(konz.) und 100 ml n-AgNO, (BENTLEY et al. 1956). 

Außer NaNO,-HCl, das immer frisch angesetzt wurde, sind die Reagentien 
im Kühlschrank mindestens 14 Tage haltbar. Zur Herstellung der Nachweis- 
reagentien wurden nur p.A.-Substanzen verwendet. 

Die Streifen wurden gleichmäßig mit dem jeweiligen Sprühreagens besprüht 
(Stickstoff als Druckquelle) und in einem vorher auf die Entwicklungstemperatur 
eingestellten Wärmeschrank getrocknet. Genaues Einhalten der Trocknungs- 
temperatur und Trocknungszeit sind Voraussetzung für die spätere Auswertung 
der Chromatogramme. 





4. Papierelektrophorese 


Zur schnellen Auftrennung von Extrakten und zur Identifizierung von Indol- 
verbindungen wurde auch das Verfahren der Papier-Hochspannungselektrophorese 
herangezogen (SCHNEIDER und SPARMANN 1955). Meine Apparatur glich im wesent- 
lichen der von MELcHIor (1957). Die Laufweiten der einzelnen Indolverbindungen 
entsprachen auch den von ihm angegebenen Werten. Die günstigste Trennung 
ergab die Verwendung von Essigsäure/Natriumacetat-Puffer nach WALPOLE 
(pr =5,3) oder 1/10 n-NaOH / 1/10 mol. Dinatriumeitrat-Puffer nach SORENSEN 
(pa =5,8) in einer Verdünnung von 1:96. Bei 3000 V betrug der Stromfluß 
2,5—3 mA pro Streifen. 


5. Herkunft und Abkürzungen der verwendeten Indolverbindungen 
Chemisches Institut der Justus Liebig-Universität, Gießen: B-Indolylcarboxyl- 
säure = B-Indolylcarbonsäure (ICS), B-Indolylessigsäure (IES), B-Indolylbrenz- 
traubensäure (IBTS), B-Indolylacetonitril (IAN), B-Indolylacetamid (IAM), Trypt- 
amin-Base (Tri), Tryptophol, Oxindol. 


1 Mit diesem Reagens gab von den untersuchten Indolverbindungen nur 
Gramin eine Reaktion (weiße Zone auf gelbem bis gelbgrünem Papiergrund des 
Chromatogramms). 
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Firma E. Merck, Darmstadt: ß-Indolylessigsäure (IES), B-Indolylbuttersäure 
(IBS), d,l-Tryptophan (Tra), Indol, Anthranilsäure. 

Firma Dr. Th. Schuchardt, München: Kaliumsalze der B-Indolylessigsäure 
und der B-Indolylbuttersäure, B-Indolylpropionsäure (IPS), Gramin, Kynuren- 
säure, Skatol. 

Firma Fluka AG., Buchs SG.: B-Indolylessigsäure-Âthylester, -Indolylmilch- 
säure, B-Indolylacetonitril (IAN), B-Indolylaldehyd = B-Indolylcarboxylaldehyd 
(IA), B-Indolylacetat. 

Firma C. Roth, Karlsruhe: Tryptamin-HCl (Tri.). 

Firma Hoffmann-La Roche, Grenzach: d,l-Kynurenin, 3-Hydroxyanthranil- 
säure. 

Firma E. Crasselt, Kiel: B-Indolylacrylsäure, 2-Methylindol. 


al 


1.8 


Blanimefereinheiten 


x 





> 
+ 
FH 


L L L L L L 
0 7 2 3 “ 5 6 7 8 9 
Gamma 


Abb. 1. Eichkurven zur quantitativen Bestimmung der B-Indolylcarboxylsäure (ICS) 

—0—0-—-; der B-Indolylessigsäure (IES) —o—o—; der £-Indolylpropionsdure (IPS) 

—e—e— und des f-Indolylacetamids (IAM) —0—0—, Die ug-Angaben beziehen 
sich auf eine Chromatogrammbreite von 4 cm 





6. Durchfiihrung der quantitativen Bestimmungen 


Die Chromatogramme wurden nach dem Spriihen mit Perchlorsäure-Reagens 
und Trocknen mit dem Extinktionsschreiber II von Zeiß (Griinfilter FE 63) aus- 
gewertet!. Die erhaltenen Kurven wurden planimetriert und über Eichkurven 
(Abb. 1) die Gamma-Mengen bestimmt. Diese Mengen wurden auf 100 g Frisch- 
gewicht berechnet. (Mittlerer Fehler der Methode etwa 10%.) Bei den in Tabelle 3 
angegebenen Werten handelte es sich um Mittelwerte aus mindestens 3 Versuchen. 


II. Ergebnisse 
1. Qualitativer Nachweis von Indolverbindungen in Blumenkohlrosen 


Die bei der Extraktion von Blumenkohlrosen mit verschiedenen 
Extraktionsmethoden erhaltenen Zonen sind in Tabelle 2 zusammen- 


1 Das Gerät war durch Austausch des Graukeils speziell für die Auswertung 
von schwach gefärbten Zonen umgebaut worden. 
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Außerdem haben die Zone 0,3 und synthetische ICS in verschiedenen 
Lösungsmitteln den gleichen R,-Wert. 

B-Indolylessigsäure (IES). Bei der Ätherextraktion von Frisch- 
material konnte ich keine IES feststellen, während bei den drei anderen 
Extraktionen beim R,-Wert 0,45 eine deutliche IES-Zone auftrat. (Be- 
weis der Identität mit synthetischer IES durch Mischchromatogramme, 
gleiche Laufweiten bei der Papierelektrophorese und übereinstimmende 
Farben mit verschiedenen Sprühreagentien.) 

B-Indolylpropionsäure (IPS). In allen Chromatogrammen trat beim 
R,-Wert 0,5 eine Zone auf, die sich wie die IPS verhielt (Mischchromato- 
gramme, verschiedene Spriihreagentien). 

Unidentifizierte Zonen. Beim R,- Wert 0,09—0,13 lag eine mit Perchlor- 
säure-Reagens schwach rôtlich gefärbte Zone vor. Beim R,- Wert 0,15—0,18 
kam eine grünlichblau färbbare Zone vor, bei der noch nicht eindeutig 
geklärt werden konnte, ob es sich bei diesem Stoff überhaupt um eine 
Indolverbindung handelt. Weiter trat beim R,-Wert 0,6 eine rosa 
Farbung auf. 

b) Indolderivate der basischen Atherfraktion. B-Indolylaldehyd (IA). 
Durch die Farbungen mit Benzidin-Reagens (gelb) und 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin-Reagens (braun) konnte beim R,-Wert 0,85 der IA ein- 
deutig nachgewiesen werden. 

B-Indolylacetonitril (IAN). Dieser beim R,-Wert 0,9—0,92 vor- 
liegende Stoff deckt sich in allen durchgefiihrten Identifizierungs- 
Reaktionen mit synthetischem IAN. 

Unidentifizierte Zonen. Beim R,-Wert 0,7 lag eine mit Perchlorsäure- 
Reagens rosa gefärbte Zone vor. Die Zone beim R,-Wert 0,83 war mit 
Perchlorsäure-Reagens rötlich färbbar. Eine Übereinstimmung mit syn- 
thetischem IAM ergab sich nicht. Die rötlichbraune Zone beim R,- 
Wert 0,93 wurde mit der Zone ,,W ?“ von MELcHIOR (1958) verglichen, 
es konnte jedoch keine Identität festgestellt werden. Im R,-Bereich 
0,95—1 dürfte die Färbung auf verschiedene Stoffe zurückzuführen sein. 
Auch Verunreinigungen aus dem Extrakt, die an die Lösungsfront 
laufen, könnten dabei eine Rolle spielen. Beim Vergleich mit syntheti- 
schem Skatol und Indol konnte aus diesen Gründen keine eindeutige 
Identität mit bestimmten Zonen festgestellt werden. Auch Versuche 
mit Steigflüssigkeiten zur Trennung von basischen Indolverbindungen 
(Nrrscx u. Nrrscx 1955) führten zu keiner klaren Auftrennung dieser 
Zonen. 


2. Nachweis von Indolverbindungen in Blumenkohlblättern 


In den Blättern konnten im wesentlichen die gleichen Indolverbin- 
dungen wie in den Blumenkohlrosen papierchromatographisch nach- 
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gewiesen werden. Einzelne Stoffe traten allerdings in sehr geringen 
Konzentrationen auf. So war die rötliche Färbung (Perchlorsäure- 
Reagens) im R,-Bereich 0,09—0,13 der sauren Fraktion und 0,7 der 
basischen Fraktion nur sehr undeutlich. Außerdem war der Gehalt an 
Störsubstanzen in der basischen Fraktion beim R,-Wert 0,95—1 sehr 


groß. 


3. Bestimmung des Gehaltes an B-Indolylmonocarbonsäuren und des 
B-Indolylacetonitrils in den verschiedenen Entwicklungsstadien 
der Blumenkohlpflanzen 


Nach der qualitativen Bestimmung der im Blumenkohl natürlich 
vorkommenden Indolverbindungen wurde untersucht, wie sich der Ge- 
halt einiger Indolverbindungen während der Entwicklung der Blumen- 
kohlpflanzen ändert. Es wurden dabei nur die drei ersten einbasischen 
B-Indolylfettsäuren (ICS, IES, IPS) ausgewertet und für das IAN die 
vorliegenden Mengen durch Angaben in Planimetereinheiten ausgedrückt. 
Die Gesamtmenge der Indolverbindungen ist sicher größer als die Summe 
der in Tabelle 3 angegebenen Werte, da einerseits in der sauren Fraktion 


Tabelle 3. Vergleich des Gehaltes an B-Indolylcarboxylsäure (ICS), B-Indolylessig- 
säure (IES), B-Indolylpropionsäure (IPS) und an B-Indolylacetonitril (IAN) in 
verschiedenen Pflanzenteilen und Entwicklungsstadien. des Blumenkohls 

(Extrakt aus jeweils 100 g Frischmaterial.) Für die ICS, IES und IPS er- 
folgte die Mengenangabe in ug; die IAN-Mengen sind in Planimetereinheiten (PIE) 
angegeben. 























Entwicklungsstadium ICS IES IPS IAN 
1. Keimpflanzen (Alter 12 Tage). . . . . 14,0 7,0 5,5 1334 
2. Blätter junger Pflanzen (Alter 60 Tage). | 20,7 7,1 8,4 1461 
3. Ausgewachsene Blätter von Pflanzen 
vor der Bildung von Rosen. . . . . . 18,5 15,7 12,6 1687 
4. Ausgewachsene Blätter von Pflanzen 
TOA LOOM 52 2.01 sie wm, ern tanto 23.1 17,3 14,0 1189 
5. Blumenkohlrosen .......... 112,5 22,1 42,0 2186 
6. Blütensprosse und Blüten. . . . . . . 23,0 15,5 19,2 1800 
7. Unreife Früchte . . . . . . . . . . . 29,6 20,3 11,4 


noch weitere Indolverbindungen vorkommen und da andererseits die 
basische Fraktion neben unidentifizierten Stoffen noch erhebliche Mengen 
an IA enthält. Das IA färbt sich aber mit Perchlorsäure-Reagens nicht, 
und das gelb gefärbte Reaktionsprodukt mit Benzidin ist — wie in 
Vorversuchen festgestellt worden war — mit dem Extraktionsschreiber 
nicht auswertbar. Auch das IAN bereitet bei der Auswertung Schwierig- 
keiten; einmal wegen der benachbarten basischen Zonen, zum anderen 
wegen der Veränderlichkeit des bläulichgrün bis gelblichgrün gefärbten 
Planta, Bd. 57 3la 
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Reaktionsproduktes mit Perchlorsäure-Reagens. Aus diesem Grunde 
mußte auf eine Aufstellung einer Eichkurve für das IAN verzichtet 
werden. 

Der ICS-Gehalt der Blätter (Stadium 1—4) nimmt während der 
Ontogenie leicht zu; in den Blütensprossen und Blüten (Stadium 6) 
entspricht er ungefähr dem der Blätter im Stadium 4; in den unreifen 
Früchten dagegen steigt er weiter an. Der ICS-Gehalt von Blumen- 
kohlrosen ist fast fünfmal höher als in den vergleichbaren Pflanzenteilen. 


Auch der IES-Gehalt steigt während der Entwicklung der Blätter 
an. Wiederum ist die Menge bei den Rosen am höchsten; sie liegt aber 
nur knapp über derjenigen der übrigen Pflanzenteile. 


Für die IPS ist eine ähnliche Mengenzunahme wie für die ICS fest- 
zustellen. Die IPS-Menge in den Rosen ist etwa dreimal größer als in 
ausgewachsenen Blättern. 


Wie schon gesagt konnten für den IAN-Gehalt keine absoluten 
Zahlen angegeben werden. Der visuelle Vergleich der Chromatogramme 
und ihre Auswertung in Planimetereinheiten zeigte jedoch bei der Ent- 
wicklung der Blätter (Stadium 1—3) eine leichte Zunahme des IAN- 
Gehaltes. Ausgewachsene Blätter des Stadiums 4 haben einen gerin- 
geren IAN-Gehalt als jüngere Blätter. Blumenkohlrosen enthielten auch 
hier die größten Mengen an IAN. 


Ili. Besprechung der Ergebnisse 

Im Gewebe von Blumenkohl konnten die ICS, die IES, die IPS, 
das IAN, der IA, das Tra und einige unbekannte Stoffe mit Indol- 
reaktionen festgestellt werden. Der eindeutige Nachweis der ICS (von 
Linser, YoussEF und KIERMAYER 1958, in Blumenkohl vermutet) und 
des IA (von v. DENFFER, BEHRENS und FiscHEer 1952; FiscHER 1954; 
Jones und TAyLor 1957, und MELCH10R 1958, in Weißkohl gefunden) 
deutet darauf hin, daß der enzymatische Abbau der nativen IES den 
Weg über diese Stoffe nimmt (vgl. hierzu MrLcHıor 1958). Weitere 
Hinweise für die Annahme bringen die Ergebnisse des 2. Teiles dieser 
Veröffentlichung. Der eindeutige Nachweis der IES im Blumenkohl 
gelang erst nach Aufschluß des Gewebes durch Gefriertrocknen oder 
Homogenisieren (Extraktionsmethoden b—d). Das Fehlen der IES in 
Extrakten nach 20stündiger Ätherextraktion von Frischmaterial deutet 
darauf hin, daß die IES nicht in freier, sondern in gebundener Form 
vorliegt (vgl. THIMANN u. SKooG 1937; VAN OVERBEEK et al. 1945, 1947; 
WıLpmAN und Mure 1949; BonDE 1953; LARSEN 1955; SIEGEL u. 
GaALsTON 1953; MELCHIOR 1958). Mit dem Auftreten der IPS im Blumen- 
kohl konnte für diese Säure der Nachweis in einer weiteren Gemüseform 
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von Brassica oleracea erbracht werden. LiNSER, MAYR und MASCHEK 
(1954) haben die IPS im Sprossenkohl vermutet, und MELcHIoR (1958) 
hat die IPS im WeiBkohl nachgewiesen. Das Vorkommen der IPS in 
weiteren Brassica-Gemüsen ist durchaus denkbar. 

Mit verschiedenen Extraktionsmethoden ließen sich im wesentlichen 
die gleichen Indolderivate aus dem Gewebe extrahieren. Diese Tat- 
sache berechtigt zu der Annahme, daß es sich bei den extrahierten 
Stoffen um native Indolverbindungen handelt und nicht um Artefakte, 
die während der Extraktion entstanden sind. Die Mengen der nach- 
gewiesenen Stoffe (ICS, IES, IPS) wurden in ug angegeben. 

Bei allen derartigen Absolutangaben ist zu berücksichtigen, daß die nach 
Extraktion und papierchromatographischer Trennung der Indolverbindungen ge- 
wonnenen Werte sicher unter den tatsächlich im Gewebe vorhandenen Mengen 
liegen. Auf die bei der Extraktion auftretenden Verluste haben bereits LINSER 
(1951), Linser, Mayr, MASCHEK (1954) und FıscHer (1954) aufmerksam gemacht; 
daß auch bei der Reinigung und Fraktionierung der Extrakte Verluste auftreten, 
ist sehr wahrscheinlich. So konnte z.B. festgestellt werden, daß beim Chromato- 
graphieren von Rohpreßsaft, dem eine bestimmte Menge IES zugesetzt worden 
war, ein größerer IES-Anteil wiedergefunden werden konnte, als beim Chromato- 
graphieren des gleichen Gemisches nach Druckfiltration und fraktionierter Äther- 
ausschüttelung. Dennoch dürften die in Tabelle 3 für die einzelnen Indolderivate 
angegebenen Werte ein brauchbares Bild der in den verschiedenen Entwicklungs- 
stadien vorhandenen relativen Mengen wiedergeben. 


Die Mengen der ICS, IES und IPS nehmen in den Blättern mit 
dem Alter der Pflanzen deutlich zu; der TAN-Gehalt fällt allerdings 
nach einer Zunahme in den Stadien 1—3 in den alten Blättern (Sta- 
dium 4) wieder ab. Zu ähnlichen Ergebnissen ist beim Weißkohl auch 
MELcHIoR (1958) gekommen. FıscHEr (1954) hat auf eine Zunahme 
des IAN und der Zone ‚„K‘ während der Entwicklung von Weißkohl 
hingewiesen. Schließlich haben auch LINSER, KIERMAYER und YOUSSEF 
(1958) und Linser, Yousser und KIERMAYER (1958) mit Hilfe eines 
Avena-Koleoptiltests (Pastentest) Angaben über den Gehalt an wuchs- 
stoffwirksamer Substanz (IAN und IES) mitgeteilt. Aus ihrer Abb. 2 
(Linser, YoussEr und KIERMAYER 1958) geht hervor, daß der Gehalt 
an Wuchsstoffen während der Entwicklung von Wirsingkohl und Blu- 
menkohl zunächst ansteigt, nachher aber wieder abfällt. Da Linser 
et al. nur Werte für die IES und das IAN gemeinsam angeben, sind 
direkte Vergleiche mit meinen Ergebnissen nicht möglich, weil mir 
genaue Werte für das IAN nicht zur Verfügung stehen. 

Der Wuchsstoffgehalt der Jungpflanzen des Blumenkehls beträgt 
bei LiNSER et al. das 8- bzw. 13fache des Gehalts bei Rosen. Die hohe 
Wuchsstoffaktivität wird von den Autoren im wesentlichen auf die 
Wirkung des IAN zurückgeführt. In meinen Versuchen erreichte die 
IAN-Menge in den Jugendstadien nie derartig hohe Werte; und diese 
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liegen außerdem nie über den in den Blumenkohlrosen nachgewiesenen 
Mengen. Im Bereich der größten Wuchsstoffaktivität zwischen den 
R,-Werten 0,7 und 0,9 (Liwser, KıERMAYER und Yousser 1958) finden 
sich nun aber nach meinen Untersuchungen mindestens 4—5 mit Indol- 
reagentien färbbare Zonen. Außer dem IAN kommt hier beispielsweise 
der IA vor, der als Wachstumshemmstoff bekannt ist (MEYER 1958). 
Über die Wuchsstoffwirksamkeit der anderen noch unbekannten Stoffe 
liegen bisher noch keine Untersuchungen vor; bei der einen oder anderen 
Zone wäre daher eine Wuchsstoffwirksamkeit nicht ausgeschlossen. 
Vielleicht ist die ungewöhnlich große Wachstumsaktivität dieses ge- 
samten À,-Bereiches auf einen noch unbekannten Wuchsstoff zurück- 
zuführen. LinsEr, Mayr und MAscHEK (1954) haben z.B. auf einen 
in Extrakten aus Wirsingkohl, Weißkohl und Sprossenkohl im Bereich 
der IAN-Zone vorkommenden Wuchsstoff ohne Indolcharakter hin- 
gewiesen. Auch BENTLEY (1958) hat — gestützt auf Befunde von 
BEnTLey, HousLey und Brirron (1956) und Brirron, HousLey und 
BENTLEY (1956) — darüber berichtet, daß im Bereich der IAN-Zone 
Wuchsstoffwirkungen auftreten können, ohne daß Farbreaktionen fest- 
stellbar sind. (“It is noteworthy that high activity can sometimes 
accur in the nitrile zone, although no colour reactions can be obtained, 
even with heavily-loaded chromatograms. Activity in this region may 
be due to other unidentified substances’’.) 

Die Blumenkohlrosen haben nach meinen Befunden einen bedeutend 
höheren Gehalt an Indolverbindungen als die Blätter (Tabelle 3 für 
die ICS, die IES und die IPS). Auch die übrigen Zonen sind beim 
visuellen Vergleich der Chromatogramme von Blumenkohlrosen mit 
denjenigen von Blattextrakten stärker. Hier liegt durchaus eine relative 
Übereinstimmung mit den Befunden von LINSER, YOUSSEF und KiEr- 
MAYER (1958) vor, wenn auch die Absolutangaben bei LINSER et al. 
weit über meinen Werten liegen. Eine Erklärung hierfür dürfte in der 
Verschiedenheit der Bestimmungsmethoden zu suchen sein, vor allen 
Dingen aber darin, daß es sich bei meinen Werten ja nicht um die 
Gesamtmenge an wuchsstoffaktiver Substanz, sondern lediglich um die 
ICS und ihre beiden höheren Homologen handelt. 


Zusammenfassung 
Aus Blumenkohl (Brassica oleracea var. botrytis L.) wurden die 
darin enthaltenen Indolverbindungen nach vier verschiedenen Methoden 
extrahiert. 
Nach der papierchromatographischen und papierelektrophoretischen 
Aufgliederung der Extrakte aus Blumenkohlrosengewebe konnten ins- 
gesamt 13 mit Sprühreagentien färbbare Zonen nachgewiesen werden, 
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bei denen es sich zum größten Teil um Indolderivate handeln dürfte. 
Hiervon wurden Tryptophan, B-Indolylcarbonsäure, B-Indolylessigsäure, 
B-Indolyipropionsäure, B-Indolylaldehyd und B-Indolylacetonitril identi- 
fiziert. 

In den Bıättern des Blumenkohls kommen im wesentlichen die 
gleichen Indolverbindungen wie in den Blumenkohlrosen vor. 


Die in den verschiedenen Entwicklungsstadien und Pflanzenteilen 
des Blumenkohls vorliegenden Mengen an ß-Indolylcarboxylsäure, 
B-Indolylessigsäure und ß-Indolylpropionsäure wurden quantitativ be- 
stimmt und untereinander verglichen ; die Menge des jeweils vorhandenen 
B-Indolylacetonitrils konnte aus methodischen Gründen nur relativ be- 
stimmt werden. 


Bei der quantitativen Bestimmung konnte — bezogen auf das Frisch- 
gewicht — in den Blättern im Laufe der Ontogenie eine Zunahme im 
Gehalt an B-Indolylcarboxylsäure, B-Indolylessigsäure und ß-Indolyl- 
propionsäure festgestellt werden. Beim ß-Indolylacetonitril-Gehalt der 
Blätter zeigte sich gleichfalls eine Zunahme während der Entwicklung; 
ausgewachsene Blätter von Pflanzen mit Rosen (Tabelle 3, Stadium 4) 
wiesen aber einen geringeren Gehalt an B-Indolylacetonitril auf als die 
Blätter jüngerer Pflanzen (Stadium 1—3). 


Der Gehalt an B-Indolylcarboxylsäure, B-Indolylessigsäure, B-Indolyl- 
propionsäure und B-Indolylacetonitril ist im Gewebe von Blumenkohl- 
rosen wesentlich höher als in den anderen extrahierten Pflanzenteilen 
(Blätter, Blütensprosse und Blüten, unreife Früchte). 
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ZUM NACHWEIS VON CHLORCHOLINCHLORID IN PFLANZEN 
Von 
H. H. Mayr und E. PRESOLY 


(Eingegangen am 8. August 1961) 


Neuerdings wurde das Interesse wieder auf die pflanzenphysiologi- 
schen Wirkungen von Chlorcholinchlorid (CCC) gelenkt (ToLBERT 1960a 
und b; WırTTwer und ToLBERT 1960; Linser, Mayr und Bopo 1961). 

Nach Behandlung mit CCC und ähnlichen Verbindungen in kiein- 
sten Mengen entwickeln sich gedrungene Pflanzen mit kürzerem und 
dickerem Stamm als bei den Kontrollen. Die Wirkung dieser Verbin- 
dungen auf das Pflanzenwachstum scheint antagonistisch zu der der 
Gibberelline zu sein. 

Mit dem Ziele des chemischen Nachweises von CCC in behandeltem 
Pflanzenmaterial wurden von uns einige Methoden untersucht, über die 
hier kurz berichtet werden soll. Die absteigende Papierchromatographie 
ergab mit Papier Whatman I, dem Lösungsmittel Isopropanol, Am- 
moniak (d—0,91), Wasser (80:5:15) bei einer Laufzeit von 16 Std für 
CCC einen R,-Wert von 0,5. Betain hat einen anderen R,-Wert (0,32) 
und gibt mit dem nachstehend beschriebenen Reagens einen anderen 
Farbspot (gelborange). Zum Nachweis wurde ein modifiziertes Dragen- 
dorffsches Reagens (WERLE 1955) verwendet: 

a) 2,5g Wismutnitrat in 20 ml Wasser gelöst + 5 ml konz. HCl = Lösung I. 

b) 3,4g KJ in 10 ml Wasser gelöst + 5 ml Eisessig — Lösung II. Die beiden 
Lösungen werden vereinigt, filtriert und ergeben die Stammlösung. Bei Gebrauch 
werden 5 ml Stammlösung mit 10 ml Eisessig versetzt und mit Wasser auf 100 ml 


aufgefüllt. CCC am Papierchromatogramm besprüht, liefert einen roten Spot auf 
gelbem Hintergrund; es können Mengen bis zu 2,5 y nachgewiesen werden. 


Gute Ergebnisse erzielten wir auch papierelektrophoretisch mit der 
Apparatur Elphor H. Bei Verwendung eines Phosphatpuffers von px 6, 
Papier Schleicher & Schüll 2045b, einer Laufzeit von 30 min bei einer 
Spannung von 700 V, 5—7 mA und Besprühen des getrockneten Strei- 
fens mit dem oben beschriebenen Reagens, war CCC etwa 7 cm von der 
Startlinie in der Richtung zur Kathode gewandert. 

Etwas größere CCC-Mengen lassen sich mit Hilfe der kontinuierlichen 
Papierelektrophorese in Elphor V abtrennen. Unter unseren Bedingun- 
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gen (Phosphatpuffer, py 6, Papier Whatman 3, Laufzeit 5 Std, 200 V, 
17 mA) war CCC in der Richtung zur Kathode gewandert und wurde im 
äußersten Röhrchen gefunden. 

Zur Extraktion von CCC aus Pflanzenmaterial verfuhren ‚wir wie folgt: 3g 
junge Tomatenpflanzen (frisch), welche mit CCC behandelt waren, wurden mit 
200 ml 70% Alkohol 2 Std extrahiert; der Extrakt wurde auf 10 ml eingeengt, mit 
50 ml Wasser und wenig Tierkohle versetzt, 10 min geschüttelt, filtriert, mit 25 ml 
Wasser nachgewaschen, über Aluminiumoxyd filtriert, mit Alkohol nachgewaschen, 
eingedampft und mit 0,2 ml Wasser aufgenommen. Dieser Extrakt gelangte zur 
Chromatographie bzw. Elektrophorese. Fallweise machten Verunreinigungen trotz- 
dem eine doppelte papierchromatographische Trennung notwendig. Eine Reinigung 
des Extraktes mit Hilfe von Ionenaustauschern ohne CCC-Verluste war uns bisher 
nicht möglich. . 

Während wir anfänglich bei den Versuchen ausschließlich mit jungen 
Tomatenpflanzen gearbeitet haben, dehnten wir unsere Untersuchungen 
später auf ältere Tomaten- und Weizenpflanzen aus. Außerdem erhöhten 
wir die Einwaagen für die Herstellung der Extrakte von 3g auf 10 g. 
Chromatographierten wir diese Extrakte in der beschriebenen Weise, 
so erhielten wir nach Besprühen mit modifiziertem Dragendorffschen 
Reagens auch bei Kontrollpflanzen, welche nicht mit CCC behandelt 
waren, einen roten Spot mit einem R,-Wert von 0,5, der nicht von dem 
durch CCC hervorgerufenen zu unterscheiden war. Pflanzen, die mit 
verschiedenen Konzentrationen von CCC behandelt waren, lieferten an 
derselben Stelle einen gleichen, entsprechend der angewandten CCC- 
Menge verstärkten bzw. vergrößerten Farbfleck am Chromatogramm- 
papier. Die Papierelektrophorese mit den Apparaturen Elphor H und V 
brachte vollkommen analoge Ergebnisse. Alle Versuche, insbesondere 
auch mit Ionentauschern, den natürlicherweise in älteren Pflanzen vor- 
handenen Stoff von dem nach CCC-Behandlung entstandenen oder auch 
von zugesetztem CCC zu trennen, waren bisher ohne Erfolg. Nachdem 
eine papierchromatographische und elektrophoretische Trennung nicht 
möglich war, und auch die Farbreaktion keine Unterscheidung von CCC 
möglich machte, liegt die Vermutung nahe, daß es sich bei dem von uns 
in normalen (unbehandelten) Tomaten- und Weizenpflanzen gefundenen 
Stoff um eine strukturell sehr nahe verwandte Verbindung handelt. 
In Wiesengras konnten wir diesen Stoff nicht nachweisen. 


Zusammenfassung 
Es wird über den papierchromatographischen und elektrophoreti- 
schen Nachweis von Chlorcholinchlorid :(CCC) in Pflanzen berichtet. 
In Tomaten- und Weizenpflanzen wurde eine natürlicherweise vor- 
kommende Substanz gefunden, welche sich mit den oben beschrie- 
benen Analysenverfahren nicht von Chlorcholinchlorid unterscheiden 
läßt. 
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